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Résumé
L’ostéoarthrose est une maladie dégénérative, caractérisée par la dégradation
du cartilage articulaire, qui aboutit inexorablement à la perte de la fonction articulaire
et par conséquent à la réfonne du cheval athlète. Les cytokines pro-inflammatoires
sont maintenant reconnues comme ayant un rôle clé dans la pathogénie de la maladie,
initiant toute une cascade d’événements cataboliques. Notre étude visait à déterminer
le profil d’expression de cytokines et chimiokines par les chondrocytes équins
normaux stimulés à IL-1 dans le but d’éclaircir le rôle des différentes cytokines dans
les maladies articulaires chez le cheval.
Des cultures monocouches de chondrocytes issues de chevaux adultes sains
(n=7) ont été stimulées avec 5 ng/ml d’IL-1 recombinante humaine. L’ARN fut
extrait 24 heures post-stimulation et l’expression d’IL-13, TNF-Œ, IL-6, IL-8, MIP-2,
IL-4 et IFN-y et des gènes de maintien (ubiquitine, f3-actine) a été détectée par RT
PCR standard et temps réel.
IL-1f3, IL-6. IL-8 et MIP-2 étaient exprimées par les chondrocytes normaux
avec IL-1f3, IL-6 et IL-8 significativement surexprimées post-stimulation. LARNm
«IL-4 et d’IFN-y n’ont été détectés dans aucun échantillon. L’ARNm de TNf-u, par
opposition, ne fut détecté que chez 2 des 7 chevaux pré-stimulation et une
surexpression a été observée chez ces 2 chevaux.
Les résultats de cette étude ont permis de démontrer que les chondrocytes
équins expriment de l’ARNm pour les cytokines pro-inflammatoires majeures et que
cette expression est modulée par IL-1j3. Ceci suggère que les chondrocytes seraient
potentiellement capables de synthétiser des cytokines pro-inflammatoires et des
chimiokines pouvant induire localement par voie autocrine/paracrine la dégradation
cartilagineuse.




Osteoarthritis is a degenerative disease characterized by articular cartilage
degradation leading to loss of joint function and retirement of the athletic horse.
Proinfiammatory cytokines are now recognized to play a key role in the pathogenesis
of osteoarthritis by initiating a series of cartilage matrix degradative processes by
chondrocytes. Determination of the cytokine profile of equine chondrocytes is an
initial step towards elucidating their role in equine joint disease. The aim of the study
was to evaluate mRNA expression of major proinflammatory cytokines in chaflenged
equine chondrocytes.
Chondrocyte monolayer cultures were established from digested adult equine
articular cartilage and stimulated with 5ng/ml of recombinant human IL-113. RNA
was extracted from the cells 24 hours post-challenge. IL-113, TNF-Œ, IL-6, IL-8,
MIP-2, IL-4, IfN-y and house keeping gene (ubiquitin, 13-actin) mRNA expression
was investigated by both standard and real time RY-PCR.
IL-113, IL-6, IL-8 and MIP-2 were expressed in normal chondrocytes and IL
113, IL-6 and IL-8 were significantly upregulated post-challenge. IL-4 and IFN-y
mRNA were flot detected in any samples. TNF-Œ mRNA, by comparison, was
expressed in only 2/7 horses pre-challenge and an upregulation was observed in these
2 samples post-challenge.
Equine chondrocytes express mRNA for the major proinflammatory cytokines
and their expression is modulated by IL-113. They are potentially capable of de novo
synthesis of proinflammatory cytokines and chemokines that could mediate focal
cartilage degradation in an autocrine/paracrine fashion.
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Introduction
L’ostéoarthrose (OA) est un désordre dégénératif des articulations qui se
caractérise par la destruction progressive du cartilage articulaire, aboutissant à la
perte de la fonction articulaire. Affectant significativement la population humaine,
cette maladie revêt aussi une importance particulière chez le cheval. Même s’il est
difficile de connaître la prévalence de l’OA chez le cheval, on connaît son impact
économique sérieux chez le cheval athlète.
Malheureusement à l’heure actuelle, il n’est pas possible de stopper la
progression de la maladie. Les traitements disponibles visent à masquer les
symptômes secondaires à la dégradation cartilagineuse. L’étude de la
pathophysiologie vise à comprendre cette maladie complexe dans le but, entre autres,
d’identifier les mécanismes qui initient la dégradation du cartilage. Du grec kutos
(cellule) et kinéo (stimuler), le mot cytokine désigne une molécule polypeptidique
soluble qui est produite par une cellule source et qui stimule une cellule cible. Les
cytokines interviennent en tant que messagers dans la plupart des processus
physiologiques et pathologiques. En effet, pour l’OA, il semble qu’un déséquilibre
entre cytokines cataboliques et anaboliques soit l’un des éléments responsables de
l’initiation de la dégradation cartilagineuse. Précisément, les cytokines pro-
inflammatoires ou cataboliques telles qu’ IL-1 et TNf-a provoquent chez le
chondrocyte la synthèse d’enzymes protéolytiques qui dégradent le cartilage. La
thérapie anti-cytokine devient alors une avenue thérapeutique intéressante.
D’un point de vue traditionnel, la membrane synoviale ou les cellules
inflammatoires sembleraient être la source de cytokines dans l’articulation.
Cependant, des études récentes chez d’autres espèces que l’espèce équine, indiquent
que le chondrocyte pourrait aussi, en plus d’être une cible, être une des sources de
cytokines pro-inflammatoires.
Le but de notre étude est d’évaluer la capacité des chondrocytes équins à
exprimer les cytokines pro-inflammatoires majeures et de quantifier leurs niveaux
d’expression suite à un stress. Ceci est une première étape dans l’évaluation du rôle
potentiel des cytokines dans l’OA équine.
21. Chapitre 1: Recension de la littérature
1.1. Structure et fonction de l’articulation synoviale en santé
L’articulation synoviale ou diarthrose est un type d’articulation qui possède
une grande amplitude de mouvements, réalisés avec un minimum de frottements
(Radin 2001). Chez le cheval, l’articulation métacarpo-phalangienne en est un
exemple. L’organe articulation est composé de différentes cellules organisées en
tissus spécialisés, dont les principaux sont le cartilage articulaire, la membrane
synoviale et l’os sous-chondral. Ces tissus permettent d’assurer les fonctions de
l’articulation, soit la stabilité et la mobilité du squelette au cours du temps (Dewire
and Einhom 2001; Woo. Fenwick et al. 2001).
1.1.1. Le cartilage articulaire
Le cartilage articulaire est une forme très spécialisée de tissu conjonctif qui
permet le support et le glissement des surfaces articulaires les unes contre les autres.
Chez l’adulte, ce mince tissu ( 5 mm d’épaisseur) est dépourvu de structures
nerveuse, vasculaire et lymphatique (Radin 2001). Le cartilage articulaire est
composé d’une matrice extracellulaire abondante et d’une très faible proportion de
chondrocytes. Il est divisé en 4 zones de composition variable (cf figure 1).
1.1.1.1. Les chondrocytes
Le chondrocyte est l’unique type cellulaire retrouvé dans le cartilage
articulaire chez l’adulte. Cependant. au travers des différentes zones (cf figure 1), la
morphologie des chondrocytes varie (Dewire and Einhom 2001). Représentant
seulement 1 à 2 % du volume du cartilage (Poole, Kojima et al. 2001; van Weeren
and Brama 2003), les chondrocytes possèdent une activité métabolique très élevée et
sont responsables de la synthèse et de l’entretien de la matrice cartilagineuse. À la
différence des cellules dans les autres tissus, les chondrocytes se trouvent espacés les
uns des autres au sein de la matrice (Radin 2001). Cet arrangement spatial particulier
impose la présence de messagers extracellulaires tels que les cytokines, permettant la
3communication entre chondrocytes. Cependant, on peut retrouver des groupes de 2 à
4 chondrocytes (Dewire and Einhom 2001). Bien qu’il ne semble pas y avoir de
contact direct entre chondrocytes (Poole, Flint et al. 1987), certaines cellules de la










f igure 1: Schématisation des différentes zones du cartilage articulaire (Poole 2001).
1.1.1.2. La matrice extracellulaire
La matrice extracellulaire est composée de 65 à 80% d’eau, de 15 à 25% de
collagène et de 10% de protéoglycanes (Todhunter 1996; Dewire and Einhom 2001;
Poole 2001). La composition de la matrice extracellulaire et les interactions entre ses
différents composants procurent au cartilage articulaire ses propriétés biomécaniques.
1.1.1.2.1. Le collagène
L’organisation fibrillaire du collagène au sein du cartilage articulaire est
complexe. En effet, l’organisation du réseau de collagène varie de la surface
Moelle osseuse sous-chondrale
4articulaire au cartilage calcifié, et de la périphérie du chondrocyte à des zones plus
éloignées (Eyre 2004). On peut retrouver différents types de collagènes. Le type II,
majoritairement représenté (90%), caractérise le cartilage hyalin en santé (cf. figure
2) (Dewire and Einhom 2001; Mayne 2001; Poole 2001; Radin 200f; Eyre 2004).
Associés au collagène de type II, les collagènes de types IX et XI forment des
fibrilles 11/1X1X1 qui procurent au cartilage ses propriétés de déformation élastique
(Poole 2001; Eyre 2004). Plus spécifiquement, le collagène de type IX apporte une
certaine stabilité aux fibrilles de type II par le biais de pontages d’hydroxypiridinium
(Dewire and Einhom 2001). Le rôle précis du collagène de type XI reste encore à
déterminer (Poole 2001). Chaque chondrocyte est entouré par une fine couche (2 tm)
de matrice dite péri-cellulaire, riche en collagène de type VI (Poole 2001). Impliqué
dans la calcification du cartilage, le collagène de type X n’est normalement pas
retrouvé dans le cartilage en santé (Poole 2001) excepté au niveau de la “tidemark” et
de la zone calcifiée du cartilage (Dewire and Einhom 2001).
Aggrecan
Figure 2 Schématisation de l’organisation des fibres de collagène (type II
collagen fibril), des aggrécanes (aggrecan) et de l’acide hyaluronique (HA) dans
le cartilage en santé (Poole 2001).
51.1.1.2.2. Les aggrécanes
Parmi les protéoglycanes, les aggrécanes sont celles qui ont reçu le plus
d’attention de part leur abondance et leurs propriétés (Roughley 2001). Composées
«une protéine noyau, de plus de 100 chaînes de chondroïtine sulfate et de 20 à 50
chaînes de kératine sulfate. les aggrécanes sont de grosses molécules chargées
négativement et hautement hydrophiles (Poole 2001). Elles se lient au niveau de sites
spécifiques avec les molécules «acide hyaluronique et les fibres de collagène type II
(Poole 2001; Roughley 2001) pour former un ensemble cohérent (cf. figure 2).
Emballées dans le réseau tridimensionnel de fibres de collagène et en attirant de
l’eau, les aggrécans donnent au cartilage ses capacités à résister à la compression et à
se déformer réversiblement lorsque celui-ci est mis en charge (Dewire and Einhom
2001; Poole 2001; Roughley 2001).
1.1.1.2.3. Les autres molécules
D’autres protéoglycanes de poids moléculaire inférieur, participant à
l’organisation de la matrice, ont pu être identifiées telles que les biglycanes, les
déconnes, les fibromodulines, les lurnicanes. les perlécanes et les lubricines
(Roughley 2001). Le COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) est une petite
molécule de fonction inconnue qui est retrouvée à proximité des chondrocytes
(Buckwalter and Mankin 199$). Enfin, l’acide hyaluronique, également présent dans
le liquide synovial, a pour rôle dans le cartilage de stabiliser et retenir les aggrécanes
au sein du réseau de collagène par la formation d’agrégats macromoléculaires (Poole
2001).
1.1.2. La membrane synoviale
La membrane synoviale est une fine couche tissulaire (1-3 tm d’épaisseur),
lisse, située à l’aspect interne de la capsule articulaire. De l’intérieur vers l’extérieur,
elle est composée respectivement de synoviocytes puis d’un tissu fibreux et adipeux
qui contient des capillaires sanguins et des vaisseaux lymphatiques. Elle produit un
ultrafiltrat du plasma sanguin : le liquide synovial (Dewire and Einhorn 2001). Son
6rôle est de maintenir l’homéostasie dans l’organe articulation. Dans ses fonctions
majeures, elle transporte les nutriments dans l’espace articulaire et en exporte les
déchets. C’est également un élément clé du système immunitaire de l’articulation.
Enfin, elle produit les lubrifiants biologiques indispensables au maintien et
mouvement de l’articulation (Dewire and Einhom 2001; Simkin 2001). Les
synoviocytes, cellules spécifiques de la membrane synoviale, sont de 3 types. Le type
A, apparenté aux macrophages, est responsable de la phagocytose. Le type B,
comptant pour environ 2/3 des synoviocytes, s’apparente aux fibroblastes. Ils ont une
activité synthétique importante, dont la production d’acide hyaluronique et de
lubricine. Le type C est le précurseur des types A et B (Dewire and Einhom 2001;
Mtiller-Ladner 2001).
1.1.3. L’os sous-chondral
L’os sous-chondral supporte la zone calcifiée de cartilage articulaire. Cette
plaque fine possède une organisation spécifique comparativement à l’os cortical. En
effet, les systèmes haversiens matures qui la composent, sont parallèles à la surface
articulaire, donc perpendiculaire à l’axe du membre (Radin 2001). Cette organisation
particulière lui confère des propriétés de déformabilité importante, permettant ainsi
une distribution du stress lors de la mise en charge du membre (Radin 2001).
1.2. Métabolisme du chondrocyte
1.2.1. Notion d’anabolisme, catabolisme et renouvellement cartilagineux
Le chondrocyte est une cellule métaboliquement très active si l’on considère
le peu de cellules présentes par unité de volume de matrice à entretenir. En
permanence, il synthétise de la matrice nouvelle (anabolisme) et dégrade
l’anciennement formée (catabolisme) de façon à maintenir la structure et la fonction
du cartilage tout au long de la vie de l’individu. Cette perpétuelle
constructionldéconstrucfion est nommée “turnover” ou renouvellement de la matrice
cartilagineuse. Pour le maintien d’un cartilage en santé, un équilibre entre anabolisme
et catabolisme doit être respecté. (Poole 2001)
7Dans les conditions physiologiques, le renouvellement du collagène est
probablement très limité chez l’adulte, excepté en région péri-cellulaire pour le
collagène de type II (Poole 2001). Dans un cartilage sain, la demi-vie du collagène est
estimée à plusieurs mois ou années (Dewire and Einhom 2001).
1.2.2. Principaux stimuli impliqués dans le métabolisme cartilagineux
1.2.2.1. Cytokines et facteurs de croissance
Les cytokines et facteurs de croissance sont des molécules solubles ou des
molécules présentes à la surface cellulaire. Elles ont un rôle essentiel dans les
interactions entre cellules. Les facteurs de croissance et de différenciation sont des
cytokines également (sens large). (Alberts, Jonhson et al. 2002)
Dans l’articulation, ces molécules peuvent être produites a priori par tous les
types cellulaires. D’un point de vue traditionnel, il semble que les synoviocytes et les
cellules inflammatoires qui migrent dans l’articulation soient les cellules productrices
de cytokines (Mcllwraith and Trotter 1996). Cependant, des publications récentes ont
démontré que les chondrocytes aussi pourraient être impliqués (Goldring 2000).
Les cytokines agissent localement dans le tissu/organe de production (Alberts,
Jonhson et al. 2002) de manière autocrine (effet direct sur la cellule productrice) et/ou
paracrine (effet sur une cellule proche de la cellule productrice) ou plus rarement de
manière endocrine (effet sur une cellule distante de la cellule productrice via la
circulation sanguine).
Depuis l’avènement de la protéine recombinante, l’effet d’une cytokine
donnée sur le chondrocyte a pu être caractérisé in vitro. Ces travaux ont permis de
comprendre que ces molécules possèdent des activités biologiques multiples et qu’il
existe fréquemment un recoupement d’activité entre elles. Dès lors, les cytokines et
facteurs de croissance ont été classés en plusieurs catégories, en fonction des
propriétés qu’ils exercent sur le chondrocyte (Goldring and Goldring 2004)
cytokines cataboliques, anti-cataboliques, anaboliques (facteurs de croissance et de
différenciation) et modulatrices.












figure 3 : Schématisation de l’effet des différentes cytokines et chimiokines sur
l’équilibre métabolique des chondrocytes. D’après (Goldring 2000).
1.2.2.1.1. Les cytokines cataboliques
La stimulation du chondrocyte par des cytokines cataboliques se traduit au
niveau métabolique par la diminution de la synthèse de nouveaux composants et par
l’augmentation de la dégradation des composants de la matrice déjà présents. À
moyen et long terme, la résultante est la destruction du cartilage. (Goldring 1999;
Lotz 2001)
1.2.2.1.1.1. Interleukine-1
L’interleukine-l (IL-1) est l’ambassadrice des cytokines cataboliques pro-
inflammatoires, avec ses deux ligands : IL-lalpha (IL-la) et IL-ibeta (IL-113). IL-113
semble avoir un effet catabolique plus marqué que IL-la (Yaron, Meyer et al. 1989).
Chez le cheval, in vitro, IL-1 induit au niveau du chondrocyte une diminution de la
synthèse des protéoglycanes (MacDonald, Stover et al. 1992; Morris and Treadwell
1994; Frisbie and Nixon 1997; Takafuji, Mcllwraith et al. 2002) et du collagène de
9type II (Richardson and Dodge 2000). Également. IL-1 induit la synthèse et la
sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMPs) (Morris and Treadwell 1994:
Clegg and Carter 1999: Richardson and Dodge 2000; Tung, fenton et al. 2002). Ceci
induit la libération de protéoglycanes dans le milieu (MacDonald, Stover et al. 1992;
Frisbie and Nixon 1997; Takafuji, Mcllwraith et al. 2002) et de fragments de
collagène (Billinghurst, Buxton et al. 2001), témoins de la dégradation enzymatique
du cartilage. Ces résultats obtenus chez le cheval sont en accord avec ceux obtenus
précédemment chez dautres espèces (Poole 2001). La dose d’IL-1 nécessaire pour
faire diminuer la synthèse des composants de la matrice est 10 à 100 fois plus faible
que celle requise pour provoquer la destruction de la matrice (Poole 2001).
1.2.2.1.1.2. Facteur onconécrosant-aipha
Chez le cheval, le facteur onco-nécrosant-aipha (TNF-Œ) provoque une
diminution importante de l’expression des gènes codant pour les protéines de la
matrice cartilagineuse et augmente l’expression des gènes des MMPs (Richardson
and Dodge 2000). TNf-a démontre donc des effets sur le chondrocyte semblables à
ceux provoqués par IL-1 (Goldring and Goldring 2004). Cependant, une mole de IL-l
est 100 à 1000 fois plus puissante qu’une mole de TNf-Œ en terme de réponse
catabolique (van den Berg 2001). IL-1 et TNf-Œ semblent également avoir des effets
synergiques importants (Goldring 1999).
1.2.2.1.1.3. Autres cytokines cataboliques
Les interleukines 17 et 1$ (IL-17 et IL-1$) et l’oncostatine M (OSM) sont
«autres cytokines catabotiques qui partagent des propriétés similaires à IL-1 (Van
den Berg 2002; Goldring and Goldring 2004). Bien que plus rarement classé parmi
les cytokines cataboliques, l’interféron-gamma (IfN-y) peut inhiber la synthèse de
collagène de type II (Goldring, Sandell et al. 1986).
10
1.2.2.1.2. Les cytokines anti-cataboliques
IL-4, IL-10, IL-13 et le récepteur antagoniste de l’interleukine-l (IL-ira) sont
des cytokines qui ont le potentiel d’antagoniser les effets des cytokines cataboliques.
On parle alors de cytokines anti-cataboliques (Goldring and Goidring 2004).
IL-Ira est structurellement reliée à IL-1 car elles se lient au même récepteur
pour exercer leurs actions (Dinarello 199$). Cependant, l’affinité d’IL-Ira pour le
récepteur est beaucoup plus faible que l’agoniste IL-1. Pour que IL-ira soit capable
de bloquer les effets de IL-i, elle doit être présente en beaucoup plus grande quantité
(Dinarello 199$).
Précisément, IL-4 et IL- 10 inhibent in vitro la production des MMPs par les
chondrocytes et s’opposent à certains des effets des cytokines cataboliques (Goldring
and Goldring 2004). Également, IL-4, IL-10 et IL-13 provoquent l’augmentation de
la production d’IL-ira (Goldring 2001).
1.2.2.1.3. Les cytokines anaboliques
1.2.2.1.3.1. Facteur de croissance insulinomimétique-1
Parmi ces molécules, le facteur de croissance insulinomimétique-1 (IGF-1) a
été étudié en profondeur. Chez le chondrocyte, cette molécule stimule la synthèse des
protéoglycanes et du collagène de type II, ainsi que la prolifération cellulaire
(Trippel 1995). De plus, IGF-1 inhibe l’activité catabolique endogène du cartilage
(Sah, Chen et al. 1994). Les données précédentes s’appliquent uniquement au
chondrocyte normal, car avec l’âge la réponse anabolique devient plus discrète voire
absente (Denko and Malemud 2005).
1.2.2.1.3.2. Facteur de croissance transformant-beta
Le facteur de croissance transformant-beta (TGF-3) est une autre cytokine qui
possède des propriétés anaboliques intéressantes. A priori, un chondrocyte normal ne
répond pas à la stimulation de TGF-13 à moins d’une exposition prolongée. Ceci
contraste avec les résultats obtenus pour les chondrocytes provenant d’un cartilage
ostéoarthrosique chez qui une augmentation de la synthèse des protéoglycanes est
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C déclenchée (van den Berg, van der Kraan et al. 2001). Il est intéressant de noter que
les effets de TGF-3 et IL-1 sur la synthèse des protéoglycanes s’antagonisent chez le
chondrocyte normal, d’où l’effet protecteur de TGF-F3 (Smith, Shuler et al. 2000).
Cependant, des effets secondaires ont pu être observés in vivo. En effet, l’injection
répétée de TGF-f3 dans les genoux sains de souris normales a provoqué l’apparition
de chondrophytes aux marges articulaires; ces chondrophytes ayant évolué
progressivement en ostéophytes (van Beuningen, van der Kraan et al. 1994).
1.2.2.1.3.3. Protéines osseuses morphogéniques
Les protéines osseuses morphogéniques (BMPs) sont des facteurs de
croissance qui ont été étudiés préférentiellement dans la guérison des fractures plutôt
que sur le cartilage. L’injection intra-articulaire de BMP-2 provoque une
augmentation immédiate mais fugace de la synthèse des protéoglycanes (van
Beuningen, Glansbeek et al. 1998), comparativement à l’effet prolongé du TGF-
(van den Berg, van der Kraan et al. 2001). Cependant, BMP-2 ne bloque pas certains
des effets délétères de IL-1 contrairement à TGf-13 (Glansbeek, van Beuningen et al.
1997).
1.2.2.1.3.4. Facteur de croissance fibroblastique basique
Le facteur de croissance fibroblastique basique (bfGF) est le facteur de
croissance qui a le plus grand pouvoir mitogène à l’égard du chondrocyte. En
interaction avec IGf-1 et TGF-13, cette molécule aiderait au maintien des fonctions
spécifiques du chondrocyte, dépendamment de son stade de différentiation (Goldring
2000). Cependant, un étude récente stipule que bFGF pourrait aussi avoir un rôle
dans la dégradation cartilagineuse par ses capacités chez l’homme à induire la
production de MMP-13 (1m, Muddasani et al. 2007).
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1.2.2.1.4. Les cytokines modulatrices
L’effet de ces cytokines sur le métabolisme cartilagineux n’est pas tranché.
C’est pourquoi, ces molécules sont regroupées dans la catégorie dite modulatrice. En
fait, elles ont bien souvent une double activité, c’est à dire qu’elles possèdent des
effets cataboliques et anaboliques combinés.
1.2.2.1.4.1. Interleukine-6
Bien que classiquement associée aux processus inflammatoires, 1’ interleukine
6 (IL-6) est plutôt caractérisée comme cytokine modulatrice car ses effets directs sur
le métabolisme cartilagineux sont ambigus (Goldring and Goldring 2004). Seule, IL-6
n’induit pas la dégradation du cartilage (Goldring 2000). Par contre, associée à la
présence de son récepteur solubLe Œ. IL-6 inhibe la synthèse des protéoglycanes, mais
à un degré moindre qu’IL-1 (Silacci, Dayer et al. 199$; Guerne, Desgeorges et al.
1999). En revanche, IL-6 induit la production d’inhibiteur tissulaire des
métalloprotéases (TIMP) sans affecter la production des MMPs (Shingu, Miyauchi et
al. 1995; Rowan, Koshy et al. 2001). Cette propriété confère donc à cette cylokine un
rôle protecteur. Cependant, une publication récente semble remettre en question ce
point (Sanchez, Deberg et al. 2004). En effet, IL-6 induit une production de TIMP
sans pour autant modifier le ratio TIMP/MMP-3.
1.2.2.1.4.2. Les chimiokines
Les chimiokines telles que l’IL-$ et la protéine inflammatoire macrophagique
2 (MIP-2) sont des molécules ayant des propriétés chimiotactiques puissantes pour
les neutrophiles et les macrophages (Borzi, Mazzetti et al. 2004). Au même titre que
IL-6, IL-8 seule ne semblerait pas pouvoir induire la dégradation du cartilage
(Goldring 2000). Dans la vision traditioimelle, l’effet catabolique de ces cytokines
semblerait donc indirect et relié à l’effet toxique des neutrophiles sur le cartilage
(Martel-Pelletier, Alaaeddine et al. 1999). Des données récentes viennent modifier ce
concept. En effet, après plusieurs jours de culture, les chimiokines peuvent induire
chez le chondrocyte l’expression de MMPs (Borzi, Mazzetti et al. 2000; Alaaeddine.
13
Olee et al. 2001), d’IL-6 et d’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS)
(Alaaeddine, Olee et al. 2001). Également, elles diminuent la synthèse et la relâche
des protéoglycanes (Alaaeddine, Olee et al. 2001; Yuan, Masuko-Hongo et al. 2001).
Enfin, les chimiokines peuvent modifier le phénotype du chondrocyte vers un type
hypertrophique (Merz, Liu et al. 2003) ou même provoquer la mort cellulaire (Borzi,
Mazzetti et al. 2000). En résumé, bien que les effets directs des chimiokines sur les
chondrocytes soient encore mal connus, il est probable que ces cytokines aient un
impact catabolique marqué sur le métabolisme cartilagineux, sous-estimé jusqu’à
maintenant (Borzi, Mazzetti et al. 2004).
1.2.2.1.4.3. Autres cytokines modulatrices
IL-11 se lie au même récepteur qu’IL-6, donc IL-11 va entrainer des effets
semblables à ceux d’IL-6 sur le métabolisme du chondrocyte. En particulier. IL-1 1
semble stimuler la production de TIMP sans affecter la production de MMPs (Rowan,
Koshy et al. 2001). Le facteur inhibant les cellules leucémiques (LTf) est une
cytokine qui provoque dans le cartilage la résorption des protéoglycanes (Carroll and
Bell 1993). Également, il induit dans le chondrocyte la production d’oxyde nitrique
(Villiger, Geng et al. 1993) et l’expression d’IL-113, IL-8 et IL-6 (Villiger, Geng et al.
1993; Henrotin, De Groote et al. 1996). Enfin, LIF induit la production de MMPs
sans pour autant influencer la production de TIMP (Lotz, Moats et al. 1992). Pour ces
raisons, LIF est aussi parfois classé dans les cytokines cataboliques (Goldring 1999).
CataboUc Modulatory Anti-Catabolic Anabolic
LI L-6 IL-4 IGF-l
TNF-ct UF IL-10 TGF-Ç312,3
IL-1? IL-il IL-13 BMP-2467,913
IL-18 IL-ira
08M
Tableau I : Cytokines et métabolisme cartilagineux (Goldring and Goldring 2004).
G
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Les études in vitro ont permis de caractériser l’effet des différentes cytokines
sur le métabolisme cartilagineux (cf. tableau I). Cependant, in vivo, une cytokine
exerce rarement son activité biologique seule mais souvent, de concert avec de
multiples autres cytokines. C’est donc l’effet complexe d’une “soupe” ou réseau de
cvtokines qui va déterminer la réponse d’une cellule ou d’un tissu.
1.2.2.2. Prostaglandines et oxyde nitrique
Les prostaglandines et l’oxyde nitrique (NO) sont caractérisés comme des
médiateurs pro-inflammatoires. Cependant, il existe des évidences que ces molécules
pourraient aussi avoir un rôle protecteur. (Goldring and Berenbaum 2004)
1.2.2.2.1. Les prostaglandines
Le traitement de chondrocytes équins en culture avec IL-1 provoque la
production de PGE2 (Farley, Sirois et al. 2005). La synthèse de la prostaglandine E2
(PGE2) est l’aboutissement d’une cascade enzymatique complexe (cf figure 4).
Plusieurs celLules, dont les chondrocytes, sont capables de la synthétiser. IL-1 induit
également la sur-expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et de la prostaglandine
E synthétase microsomale-1 (mPGES-1), enzymes responsables de la synthèse de








Figure 4: Schématisation représentant la cascade de l’acide arachidonique
aboutissant par la voie des cyclo-oxygénases (COX) à la formation de PGE2
(Goldring and Berenbaum 2004).
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Localement, à l’échelle de l’organe articulation, la PGE2 est responsable des
quatre des cinq signes cardinaux de l’inflammation, soit douleur, rougeur, chaleur et
enflure (Serhan 2001). Elle semble donc plutôt être néfaste à l’individu. A l’échelle
du tissu, l’inhibition de l’activité cyclo-oxygénase par les anti-inflammatoires non
stéroïdiens ne semble pas avoir «effet bénéfique sur la destruction du cartilage lors
d’OA. De plus, à l’échelle du chondrocyte, la PGE2 semble limiter les effets
cataboliques d’IL-1 sur la matrice cartilagineuse. (Goldring and Berenbaum 2004)
La PGE2 semble donc avoir un effet plutôt protecteur à l’échelle cellulaire sur
le métabolisme cartilagineux malgré des effets délétères pro-inflammatoires à
l’échelle de l’organe/organisme. (Goidring and Berenbaum 2004)
1.2.2.2.2. L’oxyde nitrique
L’arginine (acide aminé) est oxydée par l’oxyde nitrique synthétase (NOS) et
produit de la citrulline et libère de l’oxyde nitrique (NO). Ce gaz soluble possède une
demi-vie très courte (Giikeson 2001). Sous la pression de IL-1, TNf-Œ et d’autres
stimuli, le chondrocyte produit, grâce à la forme inductible de NOS (iNOS), de
grandes quantités de NO (Gilkeson 2001). Les effets biologiques du NO sur le
métabolisme du chondrocyte sont nombreux (Goldring and Berenbaum 2004). En
particulier, il provoque une inhibition de la synthèse des aggrécanes et du collagène,
stimule l’activité des MMPs, diminue la production de IL-ira et induit l’apoptose.
1.2.2.3. Produits de dégradations de la matrice
Le chondrocyte est en contact permanent avec sa matrice extracellulaire par le
biais de sa membrane, sur laqueLLe on trouve de nombreuses intégrines. Ces
molécules lient spécifiquement des composants de la matrice et permettent ainsi au
chondrocyte d’évaluer l’état de la matrice et les forces biornécaniques qui s’exercent
sur elle. De cette liaison naît un signal qui est transmis au cytoplasme. Lorsque la
protéine matricielle est altérée, le signal lui aussi est altéré. (Homandberg 1999)
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C La fibronectine (FN) est une protéine de la matrice qui se lie à une intégrine
nommée récepteur à fN. Les deux font partie «un système de transduction
mécanobiochimique particulièrement bien exploré jusqu’ à présent (Homandberg
1999). Les fragments de FN (FN dégradée) provoquent chez le chondrocyte
l’induction des MMPs, l’inhibition de la synthèse et la stimulation de la dégradation
des protéoglycanes. Également, ces fragments de FN induisent de manière fttgace la
production de cytokines pro-inflammatoires telles qu’iL-l, TNf-a et IL-6. Enfin, les
fragments de FN induisent aussi des mécanismes de réparation de la matrice
(Homandberg 2001).
1.2.2.4. Les stimuli mécaniques
Les forces qui s’appliquent sur le cartilage sont une combinaison complexe de
compression, cisaillement et tension. Depuis quelques années, des modèles
permettent d’étudier in vitro l’impact de ces stimuli mécaniques sur le métabolisme
cartilagineux. L’application d’une compression mécanique statique (30-50 % de
compression par rapport à l’état non compressé) inhibe la synthèse des
protéoglycanes et des protéines (Grodzinsky, Levenston et al. 2000). En revanche,
l’application d’une compression dynamique (1-4% de compression par rapport à
l’état non compressé) stimule grandement la synthèse de protéines matricielles
(Grodzinsky, Levenston et al. 2000).
Proinflamn,atory
-Mechanical factors
I’roi..ulo In .natory Chogdrscv*e
ctokines (LI-1,
—e- c Products tht
IF-r, IL-17, etc) degradc he
00 • cartilage matrk







—c ai l.lagc Jr.atrn






Figure 5 : Schématisation des différents facteurs influençant le métabolisme des
chondrocytes (Goldring and Goidring 2004).
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En plus de la force de la compression, la fréquence de compression semble
aussi être un paramètre important. En résumé, il existe de nombreux stimuli qui
peuvent modifier le métabolisme du chondrocyte (cf figure 5).
1.2.3. Changements métaboliques survenant avec l’âge
Le cartilage articulaire subit avec l’âge des modifications de structure, de
composition matricielle et des changements dans ses propriétés biomécaniques. Il faut
bien noter que ces changements, même si la fréquence de l’OA augmente avec l’âge,
sont différents de ceux observés lors de l’OA. (Martin and Buckwalter 2002)
Au niveau structurel, le changement le plus évident observé avec l’âge est
l’apparition de fibrillation de la surface cartilagineuse sans qu’il y ait de douleur ou
de dysfonctionnement articulaire. (Martin and Buckwalter 2002)
Dans la matrice cartilagineuse, les changements les plus évidents qui
surviennent avec l’âge affectent les protéoglycanes ou aggrécanes. La taille des
agrégats de protéoglycanes diminue de manière significative avec l’âge (cf figure 6).
Également, le nombre de pontages ou réticulations (cross-link) entre les fibres de
collagène augmente et la teneur en eau diminue. (Martin and Buckwalter 2002)
Les changements matriciels observés se répercutent sur la biomécanique du
cartilage. En effet, avec l’âge, le tissu devient moins résistant à la tension et se trouve
prédisposé à subir des lésions (Poole 2001; Martin and Buckwalter 2002). Également,
il se produit des changements dans la fonction cellulaire. La capacité de mitose et de
synthèse (Martin and Buckwalter 2002) ainsi que la réponse anabolique des
chondrocytes à IGF-1 diminue avec l’âge (Martin, Ellerbroek et al. 1997).
Au niveau cellulaire, on observe avec l’âge une sénescence du chondrocyte.
Les causes de cette sénescence sont encore controversées mais il semble que l’érosion
des télomères et l’accumulation de stress oxydatifs soient deux causes possibles
(Martin and Buckwalter 2002).
Il existe donc de multiples stimuli qui imposent au chondrocyte de s’adapter à
son environnement, les cytokines possédant un rôle majeur à ce niveau. Les
changements qui se produisent avec l’âge augmentent les risques de dégénérescence
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Q articulaire. De plus, ils affectent la capacité du cartilage à se réparer ou à se régénérer
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Figure 6 $ Évolution de la taille des protéoglycanes avec l’âge. De haut en bas : foetus,
adulte immature, adulte mature (Martin and Buckwalter 2002).
1.3. L’ostéoarthrose
L’OA se définit comme une maladie des articulations caractérisée par un
déséquilibre entre la synthèse et la dégradation du cartilage articulaire et qui conduit à
l’usure et l’altération du cartilage (Dequeker and Dieppe 1998).
1.3.1. Importance de l’ostéoarthrose chez l’homme et le cheval
Chez l’homme, la prévalence de la maladie est élevée et augmente avec l’âge
et le vieillissement de la population (Céleste, Farley et al. 2005). Au Canada, en
2000, 10-12% des Canadiens âgés de 15 ans et plus ont mentioné que l’OA était pour
eux un problème de santé chronique (Badley, Lagacé et al. 2003). Cette maladie se
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classait donc au deuxième et troisième rang des problèmes de santé les plus
fréquemment signalés par les femmes et les hommes respectivement. L’OA touchait
2 fois plus de femmes que d’hommes, et parmi les sujets touchés, 60% étaient en âge
de travailler (moins de 65 ans). Chez l’homme de plus de 65 ans, les articulations les
plus touchées sont le genou, la main et les hanches avec respectivement 30%, 15% et
8% (Sarzi-Puttini, Cimmino et al. 2005). L’impact monétaire de l’OA sur la société
est énorme. En 1998, le coût total de l’OA au Canada a représenté 4,4 milliards de
dollars, avec 900 millions de dollars pour les frais directs (hospitalisation et
médicaments) et 3.5 milliards pour les frais indirects (perte de salaire et productivité)
(Badtey, Lagacé et aI. 2003).
Chez le cheval, l’impact de FOA est plus difficile à estimer mais est
possiblement aussi important. 11 a été évalué que 42% des chevaux présentés pour
boiterie avaient une maladie articulaire, ce qui représente donc une cause très
fréquente de boiterie (Todhunter and Lust 1990). De plus, le développement d’une
boiterie est la cause la plus fréquente d’interruption de la carrière sportive d’un cheval
athlète (Mcllwraith and Trotter 1996; Caron 2003). Une étude rétrospective conduite
à la faculté de Médecine Vétérinaire de l’Université de Montréal a permis de mettre
en évidence que 40% des chevaux présentés pour boiterie présentaient des signes
radiographiques d’OA, associés dans 15% des cas avec la cause de boiterie
(communication personnelle, S. Morisset).
1.3.2. Pathogénie
Classiquement, par opposition à l’arthrite rhumatoïde, l’OA se définie comme
un désordre non inflammatoire des articulations.
1.3.2.1. Hypothèses à propos de la pathogénie
Trois hypothèses concernant la pathogénie de l’OA équine restent encore
d’actualité (Caron 2003). La première hypothèse considère que le cartilage présente
des propriétés biomécaniques anormales. Ceci mènerait à de l’OA dite primaire. Cette
condition a été identifiée chez l’homme mais jamais chez le cheval jusqu’à présent à
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C’ notre connaissance. La deuxième hypothèse incrimine la plaque d’os sous-chondral.
Celle-ci subirait des changements d’ordre physique qui modifieraient les propriétés
de l’unité cartilage/os sous-chondral. Ceci entraînerait sur le cartilage un stress supra-
physiologique qui résulterait en l’apparition de dommages biomécaniques. La suite
des événements menant à l’OA sont précisés dans la troisième hypothèse.
Actuellement la plus populaire, la troisième hypothèse met de l’avant la présence de
traumas répétés qui altèrent un cartilage au départ sain. En effet, les dommages
produits au niveau de la matrice et au niveau cellulaire entraînent un changement du
profil métabolique du chondrocyte. Ce dernier produit alors des enzymes
protéolytiques responsables de la dégradation de la matrice.
1.3.2.2. Modifications macroscopiques: Signes cliniques et diagnostic
Chez le cheval, l’OA se manifeste par de la douleur articulaire, qui peut se
caractériser au départ par une simple baisse des performances de l’animal ou une
modification des allures. Ensuite, on observe une boiterie pouvant aller jusqu’à de la
difficulté à se déplacer/se lever dans les formes avancées ou sévères. Localement, on
observe pour l’articulation atteinte une diminution de la mobilité articulaire. Au début
de la condition, c’est souvent la douleur, l’effusion et l’oedème qui limitent la
mobilité articulaire alors que dans les situations plus chroniques, on rencontre
fréquemment de la fibrose péri-articulaire. Dans ces cas plus chroniques, la silhouette
de l’articulation se modifie, devenant plus grosse et plus ronde. L’effusion articulaire
est un signe clinique classiquement observé lors d’OA. L’augmentation du volume de
liquide synovial peut être visible ou palpable au niveau des récessus articulaires. Elle
provoque une augmentation de la pression dans l’articulation, pouvant induire de la
douleur et être néfaste pour les chondrocytes. Le liquide synovial lors d’OA est
modifié. On peut observer une diminution de sa viscosité, une augmentation de la
concentration en protéines (8-3 5 g/L) mais souvent les comptages cellulaires sont
proches de la normale ( i.i09 cellules IL). (Mcllwraith and Trotter 1996; Caron
2003)
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L’imagerie médicale joue un rôle crucial dans le diagnostic et le suivi de l’OA
(Mcllwraith 2002; Caron 2003: Tan, Wakefield et al. 2003). La radiographie. utilisée
traditionnellement pour visualiser le tissu osseux, penriet d’identifier les changements
témoins de lésions d’OA avancées. En effet, la présence d’ostéophytes en région péri
articulaire. l’amincissement de l’espace articulaire, la présence de sclérose ou de Lyse
sous-chondrale, la présence de fragments ostéochondraux ou d’ankylose articulaire
sont des signes radiographiques caractéristiques de l’OA. Bien que le plus
fréquemment utilisé, la radiographie reste un outil diagnostic peu sensible
particulièrement au début du processus pathologique. De plus, l’amincissement de
l’espace articulaire peut être artéfactuel, relié au positionnement du cheval.
(Mcllwraith 2002; Caron 2003; Tan, Wakefield et al. 2003)
L’échographie articulaire, d’utilisation commune, permet l’évaluation des
tissus mous articulaires et péri-articulaires. Il est possible d’identifier une
augmentation de la quantité de liquide articulaire, un épaississement de la membrane
synoviale et/ou de la capsule articulaire et des lésions dans tes ligaments intra
articulaires ou péri-articulaires. Également, la présence d’ostéophytes ou
d’ enthésiophytes péri-articulaires, de fragments ostéochondraux, d’ irrégularités de la
surface cartilagineuse et de la surface de l’os sous-chondral, ainsi qu’une diminution
de l’épaisseur de cartilage sont visualisées avec des machines de qualité. (Mcllwraith
2002; Caron 2003; Tan, Wakefield et al. 2003)
L’imagerie par résonance magnétique (IRM) est une technique d’imagerie en
développement chez le cheval. Elle permet de visualiser en trois dimensions tous les
tissus articulaires, incluant le cartilage. Lors de la phase précoce de la maladie, on
peut détecter un gonflement de la matrice cartilagineuse qui se gorge d’eau.
Également, il est possible d’identifier des défauts de la surface cartilagineuse, des
changements dans le volume et la nature du liquide synovial, l’apparition
d’ostéophytes et des changements dans l’os sous-chondral. (Mcllwraith 2002; Caron
2003; Tan, Wakefield et al. 2003)
Dans un modèle expérimental d’OA canine (section du ligament croisé
cranial), la présence d’oedème de la moelle osseuse sous-chondrale au niveau du
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C plateau tibial médial était le signe le plus précocement (6 semaines) identifié par
IRM (Libicher. Ivancic et al. 2005).
Avec des appareils bien plus performants que ceux utilisés en clinique. l’IRM
permet aussi d’apprécier la composition en eau. protéoglycanes et collagène de la
matrice cartilagineuse. Cette technique d’imagerie non invasive mais coûteuse
possède une puissance diagnostique élevée et un avenir prometteur. (Mcllwraith
2002; Caron 2003; Tan, Wakefield et aI. 2003)
Le CT-scan ou tomodensitornétrie est une technique d’imagerie qui utilise les
rayons X. Elle permet de visualiser en trois dimensions le tissu osseux principalement
(Bouchgua, Alexander et al. 2006). Il est possible d’identifier l’apparition
d’ostéophytes et de changements de la plaque sous-chondrale. Comparativement à
l’IRM, son intérêt dans le diagnostic et le suivi de l’OA semble moindre car
l’ensemble des tissus articulaires ne peut être visualisé. (Mcllwraith 2002: Caron
2003; Tan, Wakefield et al. 2003)
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Tableau II t Comparaison entre les différentes modalités d’imagerie concernant les
problèmes musculo-squelettiques (Tan, Wakefield et al. 2003).
L’arthroscopie est une technique un peu plus invasive que les techniques
exposées précédemment. Elle est considérée comme la technique de référence pour ce
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qui est de l’évaluation de la surface du cartilage (Mcllwraith, Wright et al. 2006). De
part la magnification, elle permet une évaluation fine de la surface cartilagineuse, de
la membrane synoviale, des ligaments et autres structures intra-articulaires. Les
premières modifications d’ordre macroscopique sont l’apparition d’une surface
cartilagineuse irrégulière et plus molle. Ceci est aisément mis en évidence lorsque
l’on sonde la surface cartilagineuse avec un crochet métallique à palpation. Lorsque
les lésions progressent (cf. figure 7), on peut identifier de la fibrillation cartilagineuse
(multiples petites fentes plus ou moins profondes), la présence de débris de cartilage
flottants ou fichés dans la membrane synoviale, des zones d’érosion (perte partielle
d’épaisseur de cartilage) linéaires ou focales, des zones d’ulcération (perte complète
du cartilage non calcifié) linéaires ou focales ou de l’ébumation (perte complète de
cartilage, os sous-chondral à nu) (Rosenberg 1999). La présence de lésions dans les
ménisques ou ligaments intra-articulaires, de fragments ostéochondraux,
d’ostéophytes, de pannus (adhésion/prolifération de la membrane synoviale sur les
marges de cartilage articulaire), d’hyperplasie de la membrane synoviale ou de kystes
sous-chondraux communiquant avec l’articulation peuvent aussi être identifiées par
arthroscopie (Caron 2003: Mcllwraith, Wright et al. 2006).
La micro-arthroscopie est une technique semblable à la précédente mais qui
permet une observation rapprochée de la membrane synoviale (grossissement de 60-
150X). Bien que toujours au stade expérimental, cette technique a été évaluée
récemment chez le cheval et se compare favorablement avec les résultats obtenus lors
d’analyse histo-pathologique classique de biopsies synoviales. (Serena, Hanson et al.
2005)
Également, une étude récente a permis de démontrer que la présence et ta
sévérité des dommages cartilagineux observés dans les genoux de patients atteints
d’OA secondaire à une rupture du ligament croisé antérieur étaient corrélés avec la
concentration de cytokines pro-inflammatoires (IL-1f3 et TNf-Œ) dans le liquide
synovial (Marks and Donaldson 2005).
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A la nécropsie, les lésions macroscopiques de la surface du cartilage et des
autres tissus articulaires évoquées précédemment peuvent être identifiées.
L’utilisation d’encre de Chine (cf figure 7) facilite la détection macroscopique de
fibrillation cartilagineuse (Meachim 1972).
1.3.2.3. Modifications tissulaires
L’examen histologique du cartilage est la technique de référence pour
apprécier les changements morphologiques et de composition du cartilage. Il existe
différentes colorations pour mettre en évidence le cartilage. La coloration
hématoxyline et éosine (HE) est la coloration de base en histologie du cartilage, mais
il faut compléter l’examen en utilisant des colorations spécifiques des protéoglycanes
et du collagène, comme la safranine O (cf figure 7) et le trichrome de Masson
respectivement (Mainil-Varlet, Aigner et al. 2003).
irtilagineuse
Figure 7: Photographies du cartilage articulaire ostéoarthrosique de lapin. A gauche,
lésions macroscopiques soulignées par l’encre de Chine et à droite lésions
histologiques mises en évidence avec coloration Safranin O Fast Green. (Spriet,
Girard et al. 2005)
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Lélément initial dans le processus ostéoarthrosique semble être Fapparition
dune enflure locale de la matrice cartilagineuse en région superficielle. Elle est
détectée grâce à une augmentation de l’affinité du cartilage pour la coloration HE. On
la nomme transformation mucoïde superficielle et on note, adjacent au site lésionnel.
une augmentation du nombre de chondrocytes (Bennett 1942). Le fait de retrouver
ces groupes de chondrocytes à proximité des sites lésionnels témoigne probablement
d’une activité mitotique locale en réponse à la dégénérescence du tissu (Poole,
Matsuoka et al. 1991). On nomme ces groupes de chondrocytes des chondrones.
D’autres auteurs, par opposition aux observation de Bennett, ont observé une
perte de matériel métachromatique (de chondroïtine sulfate a priori) dans toutes les
zones du cartilage ostéoarthrosique. excepté dans la zone profonde (Hough 2001).
Ceci se traduisait par une perte d’affinité à la coloration HE. Avec la progression de
la maladie, on détecte des zones où les chondrocytes digèrent le cartilage hyalin sous
la forme de lacunes de résorption. Également. par opposition à la prolifération
observée dans les zones de fibrillation, on observe une perte diffuse de chondrocytes
à travers les différentes couches du cartilage. La nécrose ou l’apoptose seraient les
mécanismes responsables de ce phénomène (Hough 2001).
Enfin, on observe des changements dégénératifs de la zone calcifiée du
cartilage en regard des zones de fibrillation. La jonction entre les couches de cartilage
calcifié et non calcifié, matérialisée par une ligne ondulante nommée “tidemark”, peut
se dupliquer. Ceci témoigne d’une calcification progressive du cartilage avec
l’avancée de la maladie. (Hough 2001)
Une étude extrêmement intéressante a permis de co-tocatiser, dans la couche
superficielle du cartilage de patients atteints d’OA caractérisée par de la fibrillation,
la présence de IL-1, TNf-u et IL-6 et de MMPs (Tetlow. Adlam et al. 2001). Cette
étude, effectuée sur des coupes histologiques, permet pour la première fois, d’établir
un lien spatial direct entre dégradation cartilagineuse, présence de cytokines
cataboliques et de MMPs.
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1.3.2.4. Modifications moléculaires et cellulaires
Au niveau moléculaire, l’OA se caractérise par la dégradation progressive de
la matrice cartilagineuse. La dégradation dépassant rapidement les capacités de
synthèse, il en résulte alors une perte nette de matrice qui peut parfois aller jusqu’à
l’érosion complète du cartilage recouvrant Fos sous-chondral (Sarzi-Puttini,
Cimmino et al. 2005). Au niveau cellulaire, l’OA se caractérise par des changements
de phénotype et d’expression génique et de l’apoptose des chondrocytes (Sandell and
Aigner 2001).
1.3.2.4.1. Effets sur la synthèse de la matrice cartilagineuse
Au cours de la maladie, les propriétés synthétiques des chondrocytes sont
modifiées. Par contre, il est important de noter que l’effet semble dépendant du stade
de progression de la maladie (Lorenzo, Bayliss et al. 2004) et de la zone de cartilage
impliquée (Sandell and Aigner 2001). Il semblerait qu’en début du processus, avant
que les lésions macroscopiques ne soient détectables (fibrillations), la synthèse des
protéoglycanes et du collagène est augmentée et la composition des protéoglycanes
néo-synthétisés est modifiée. On observe notamment un remplacement progressif des
grosses molécules par des molécules de petite taille (Lorenzo. Bayliss et al. 2004).
Néanmoins, certains auteurs ont mis en évidence une diminution de synthèse des
protéoglycanes dans la zone superficielle alors que dans les zones moyennes et
profondes. la synthèse semble être augmentée (Sandell and Aigner 2001). Dans les
stades terminaux de la maladie, les rapports semblent contradictoires pour les
protéoglycanes. Les différentes études rapportent soit une augmentation, une
diminution ou une stagnation de la synthèse. Pour le collagène de type II, il semble
que sa synthèse soit très augmentée à la fin du processus pathologique (Lorenzo,
Bayliss et al. 2004).
Les changements de composition de la matrice observés lors de l’OA sont
accompagnés par des changements marqués de l’expression des facteurs de
croissance, des cytokines et de leurs récepteurs (Melchiorri, Meticoni et al. 1998). En
effet, dans le cartilage affecté, les cytokines cataboliques telles qu’IL-1, TNF-a. IL
17 et IL-18 provoquent une diminution de la synthèse de matrice extracellulaire. Les
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Q cytokines anaboliques ou facteurs de croissance tels que IGF-1. YGf-. le facteur de
croissance fibroblastique (FGF) ou BMPs stimulent la synthèse de la matrice
extracellulaire. (Goldring and Goidring 2004)
Cependant, un état de non-réponse à la stimulation à IGF-1 semble se
développer dans le cartilage ostéoarthrosique (van den Berg, van der Kraan et al.
2001). Le NO serait un facteur déterminant de cet état du chondrocyte (Goldring and
Berenbaum 2004).
On note donc une tentative de la part du chondrocyte de remplacer ou réparer
les molécules endommagées. Malgré ceci, la quantité de protéoglycanes et de
collagène diminue avec l’avancée de la maladie (Mankin, Dorfman et al. 1971),
traduisant une balance déséquilibrée vers la dégradation (Poole 2001).
1.3.2.4.2. Dégradation de la matrice cartilagineuse
La cause majeure de la perte de cartilage semble être due à l’augmentation de
l’activité d’enzymes protéolytiques. Il existe deux familles principales d’enzymes
protéolytiques: les MMPs et les aggrécanases (ADAMIS pour A Desintegrin And
Metaloproteinase with ThromboSpondine motifs) (Porter. Clark et al. 2005; Sarzi
Puttini, Cimmino et al. 2005).
Ces enzymes, exprimées ou produites lors de la maladie par les chondrocytes,
les synoviocytes, les macrophages, les ostéoclastes ou les leucocytes qui s’infiltrent
dans l’articulation (Yasuda, Kaleta et al. 2005), sont dépendantes du zinc pour ce qui
a trait à leur fonctionnement (Murphy and Lee 2005). Elles ont la capacité de
dégrader les composants majeurs du cartilage, soit les aggrécanes et le collagène. On
parle d’enzymes collagénolytiques et aggrécanolytiques. (Murphy and Lee 2005)
Bien que les MMPs soient capables de dégrader le collagène et les aggrécanes
(Murphy and Lee 2005), il semble que les aggrécanases découvertes plus récemment
aient un rôle majeur dans la dégradation des aggrécanes (Nagase and Kashiwagi
2003). De plus, la perte d’aggrécanes semble être un événement précoce dans la
dégradation du cartilage (Yasuda, Kaleta et al. 2005).
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Il semble qu’il y ait un déséquilibre entre les MMPs et les TIMP au cours de
la maladie (Bramono, Richmond et al. 2004), ce qui favorise l’excès de protéolyse
(Sarzi-Puttini, Cimmino et al. 2005). Dans chaque famille de protéases, il existe de
nombreux représentants ou iso-enzymes comme MMP-1, MMP-$ et MMP-13,
ADAMTS-1, ADAMTS-4 et ADAMTS-5. Il n’est pas encore clairement établi si ces
enzymes sont réellement impliquées dans l’évolution de la maladie et lesquelles sont
majoritairement responsables de la dégradation cartilagineuse (Murphy and Lee 2005;
Yasuda, Kaleta et al. 2005).
In vivo, IL-1 semble impliquée dans la dégradation de la matrice
cartilagineuse. En effet, IL-1 a été détectée dans le liquide synovial, le cartilage et la
membrane synoviale de patients atteints d’OA (Goidring and Goldring 2004). Enfin,
l’injection intra-articulaire d’IL-1 stimule la perte de cartilage, et l’injection intra
articulaire d’IL-ira diminue la progression de l’OA dans des modèles animaux
(Goldring and Goldring 2004), incluant le cheval (Frisbie, Ghivizzani et al. 2002).
Lorsque TNF-Œ et IL-1 sont injectés simultanément en intra-articulaire, les effets sont
encore plus marqués (Goldring and Goldring 2004). On parle alors de synergie.
IL-1 et TNF-a induisent la production d’autres cytokines, telles IL-6, IL-8 qui
viennent soit augmenter leurs effets cataboliques ou les amoindrir. On observe alors
un réseau de cytokines dont la sommation des effets devient complexe. (Goldring and
Berenbaum 2004)
Certains types de stress mécaniques et produits de dégradation de la matrice
peuvent induire les mêmes voies de signalisation que ceux induits par IL-1 et TNF-a.
De plus, ces stress mécaniques pourraient aussi induire l’expression de gènes incluant
les cytokines pro-inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires pourraient dans
cette hypothèse, agir comme seconds médiateurs dans la cascade de dégradation du
cartilage (Goldring and Goldring 2004).
Quand la maladie progresse, le pH diminue localement et les cathepsines, une
autre famille d’enzymes protéolytiques produites par les chondrocytes, pourraient
induire encore plus de dégradation (Sarzi-Puttini, Cimmino et al. 2005; Yasuda,
Kaleta et al. 2005).
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(Z 1.3.2.4.3. Altération du phénotype du chondrocyte
Certains chondrocytes modifient leur phénotype au cours de la maladie et
sécrétent des protéines qu’ils n’avaient pas les facultés de produire dans un cartilage
en santé, comme les collagènes de type I, III et X (Sandeli and Aigner 2001). Ceci
indique qu’ils adoptent un phénotype de chondrocyte hypertrophique. Les médiateurs
produits par les ostéoblastes de la plaque sous-chondrale pourraient être à l’origine de
cette dérive phénotypique conduisant à la minéralisation du cartilage articulaire
ostéoarthrosique (Sanchez, Deberg et al. 2005).
1.3.2.4.4. Prolifération et mort des chondrocytes
La plupart des études s’accordent pour dire que les chondrocytes lors d’OA
prolifèrent très lentement par comparaison aux chondrocytes normaux qui n’ont pas
cette capacité. Ils forment alors de petits groupes ceLlulaires, caractéristiques du
cartilage ostéoarthrosique (Sandeli and Aigner 2001).
Une autre des caractéristiques de la dégénérescence du cartilage
ostéoarthrosique est la mort cellulaire (Sandeli and Aigner 2001). Ceci est observé de
manière physiologique dans la zone hypertrophique du cartilage de la plaque de
croissance. Certains des chondrocytes ostéoarthrosiques évolueraient au cours de la
maladie vers une mort cellulaire programmée ou apoptose (Sandeli and Aigner 2001).
L’altération de la matrice péri-cellulaire, les forces de compression excessives sur le
cartilage, le NO et l’activation du récepteur de mort cellulaire CD95 (Apo-1/Fas)
feraient partie des mécanismes potentiels pouvant déclencher l’apoptose des
chondrocytes (Kuhn, D’Lima et al. 2004).
1.3.2.4.5. Voies de signalisation intracellulaire du chondrocyte
Des voies de signalisation intracellulaire complexes permettent la transduction
du message généré par les stimuli qui ont été impliqués dans l’OA (cytokines
cataboliques, stress bioméchanique ou produits de dégradation de la matrice). La
résultante est l’activation de facteurs de transcription qui gouvernent des groupes de
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(Z gènes, responsables des changements métaboliques et/ou phénotypiques observés
dans les chondrocytes lors de la matadie.
In effet, lorsque qu’IL-l et TNf-Œ entrent en contact avec leurs récepteurs
respectifs au niveau de la membrane du chondrocvte. les cascades de signalisation du
facteur nucléaire kappa B (NF-kB), des protéines kinases mitogènes activées p 38
(p38 MAPK) et des protéines kinases c-Jun N-terminale (JNK) sont activées (cf.
figure 8). Ces voies de signalisation ont un rôle majeur dans l’induction de
l’expression des COX-2, de FiNOS et de MMP-13. Également. elles induisent
l’expression de cytokines catabotiques dont IL-1f3 et TNF-a, provoquant ainsi une
Figure $ Voies de signalisation intracellulaire activées par les cytokines. Lorsque la
cytokine se lie avec son récepteur membranaire spécifique, ceci entraine l’activation
d’une cascade de protéines kinases cytoplasmiques qui aboutit à la formation de
facteurs de transcriptions. Ceux-ci sont progressivement transloqués dans le noyau
cellulaire et se lient à l’ADN. Ils induisent alors l’activation ou l’inhibition de
promoteurs de gène. Les gènes sont alors exprimés ou non selon la cytokine et la voie
de signalisation utilisée. D’après (Goldring 2006).





La réponse cellulaire et les changements moléculaires qui surviennent lors de
l’OA sont complexes. La liste non exhaustive des événements qui précède en
témoigne. Plus les données scientifiques s’accumulent, plus les techniques d’analyse
permettant l’étude du métabolisme du cartilage progressent, plus la réponse de la
cellule à l’état pathologique est décortiquée et l’analyse devient complexe.
L’utilisation de modèles expérimentaux ou animaux, mimant au mieux la maladie,
permet d’acquérir progressivement les pièces manquantes du puzzle.
1.3.3. Différents modèles in vitro d’études de l’ostéoarthrose
La culture cellulaire de chondrocytes est un des outils les ptus intéressants
pour explorer les mécanismes intracellulaires et moléculaires qui surviennent lorsque
le chondrocyte est activé (Goldring 2000). Néanmoins, le fait de cultiver les
chondrocytes en deux dimensions peut produire des artéfacts qui viennent alors
biaiser les résultats. En effet, le problème majeur est la tendance des chondrocytes à
se dédifférencier en fibroblastes (Thirion and Berenbaum 2004). Quand le
chondrocyte change de phénotype, il perd ses capacités à produire du collagène de
type II ou X et devient alors capable de produire des collagènes de type I et III.
caractéristiques du phénotype fibroblaste (Goldring, Birkhead et al. 1988; Goldring,
Birkhead et al. 1994). Également, le type de protéoglycanes sécrété est de bas poids
moléculaire (décorin et byglycane), comparativement à celles secrétées par le
chondrocyte (Demoor-Fossard, Redini et al. 1998). Les facteurs qui ont été associés
avec la dédifférenciation des chondrocytes en fibroblastes sont l’utilisation de
techniques de culture avec plusieurs passages (par opposition aux cultures primaires)
(De Ceuninck, Lesur et al. 2004: Thirion and Berenbaum 2004), l’utilisation de
chondrocytes provenant d’animaux âgés (Thirion and Berenbaum 2004), les cultures
à faible densité cellulaire (<5 x cellules/cm2) (Watt 198$; De Ceuninck, Lesur et
al. 2004), les cultures monocouches (Stokes, Liu et al. 2002) et le traitement des
cultures avec des cytokines pro-inflammatoires comme IL-1 (Goidring, Birkhead et
al. 198$; Goidring, Birkhead et al. 1994; Demoor-Fossard. Redini et al. 199$).
jPour aider à maintenir le phénotype des chondrocytes, ces cellules peuvent
être emballées dans une matrice artificielle d’alginate, d’agarose ou de collagène (De
Ceuninck, Lesur et al. 2004; Thirion and Berenbaum 2004). En revanche, l’utilisation
de telles matrices diminue la croissance cellulaire et limite donc la quantité de
matériel disponible pour l’étude (Thirion and Berenbaum 2004). Également,
l’extraction des cellules hors de la matrice peut s’avérer techniquement difficile
(Thirion and Berenbaum 2004).
La culture d’explants de cartilage est une autre technique de culture in vllro,
simple, peu coûteuse et qui a l’avantage de conserver l’architecture du cartilage. Au
même titre que les techniques de cultures en trois dimensions, elle permet également
la conservation du phénotype du chondrocyte mais le nombre de chondrocytes par
unité de volume est limité (Huch, Stove et al. 2002).
1.4. Méthodes de mesure de l’expression génique
De façon résumée, l’apparition d’une maladie telle l’OA se caractérise du
point de vue cellulaire par l’activation et la désactivation de certains gênes. La région
codante d’un gène est composée d’intron(s) et d’exon(s). L’activation du gène se
caractérise par son expression, soit la transcription en acide ribonucléique messager
(ARNm) qui est ensuite exporté dans le cytoplasme. Cette première étape mène à la
production d’une protéine spécifique.
Des techniques comme le Southern ou le Northem blotting permettent
respectivement l’identification de séquences spécifiques d’ADN (Southern 1975) et
d’ARN (Thomas 1980). Cependant, c’est la mise au point de la réaction en chaîne par
polymérase (PCR) dans les années 1980 (Saiki, Scharf et al. 1985; Mullis and
Faloona 1987) qui a véritablement révolutionné la biologie moléculaire.
Habituellement, à des fins de stabilité et d’amplification, l’ARNm extrait des cellules
est rétro-transcrit (RT) en acide désoxyribonucléique complémentaire (ADNc). On
parle alors de RT-PCR.
La RT-PCR est une technique qui permet de détecter de très faibles quantités
d’ARNm, requiert peu de cellules et possède une sensibilité très élevée (Belknap
-t-,
-‘-3
C 1997). Cette méthode permet de qualifier l’expression génique de manière qualitative
ou quantitative (Stirling 2003).
1.4.1. PCR qualitative
1.4.1.1. Principe de la méthode de PCR
La PCR est une technique qui permet d’amplifier in vitro de l’ADN.
Techniquement, deux courtes portions (oligonucléotides) U’ ADN surnommées
amorces ou “prirners”, complémentaires à deux régions du gène à amplifier, sont
mélangées avec l’échantillon contenant l’ADNc d’intérêt, en présence d’un excès de
désoxyribonucléotides et d’une polymérase thermorésistante (Taq). Ce mélange subit
une série de cycles thermiques composés d’une première phase à 90° Celsius où
FADNc est dénaturé résultant en l’ouverture des deux brins. Ensuite, une deuxième
phase à 50-60° Celsius (température propre à chaque amorce) permet aux deux
amorces de venir s’accoler à la séquence complémentaire du gène d’intérêt. Enfin, la
synthèse du brin d’ADN fille s’effectue à 72° Celsius à partir de l’amorce
(élongation). Au fur et à mesure que les brins filles sont produits, eux aussi servent de
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Figure 9: Schématisation de la PCR (Belknap 997).
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1.4.1.2. Interprétation de la PCR qualitative
La PCR qualitative ou conventionnelle est une méthode d’analyse de
l’expression génique qui permet de conclure à la présence ou à l’absence d’un gène
dans un échantillon. Dans toute réaction de PCR, il est crucial d’inclure un contrôle
négatif et un contrôle positif Pour pouvoir interpréter les résultats, il faut
obligatoirement que le contrôle négatif soit négatif, soit qu’il n’y ait aucune
amplification dans cet échantillon. Le contrôle négatif est composé de tous les
produits nécessaires à la PCR excepté l’ADNc. Si tel n’est pas le cas, on obtient de
l’amplification dans ce tube et les résultats ne sont donc pas interprétables (Altshuler
2006). Le contrôle positif contient tous les produits nécessaires à la réaction de PCR
avec en plus, de l’ADNc provenant de cellules où le gène d’intérêt est fortement
exprimé (obtenu au préalable). Lors de la lecture des résultats, cet échantillon doit
être très fortement positif pour le gène d’intérêt. Si tel n’est pas le cas, ceci suggère
qu’il y a eu un problème et les résultats ne sont pas interprétables (Altshuler 2006). À
l’issue d’une PCR qualitative, il est donc facile de conclure si le gène d’intérêt est
produit. En revanche, si l’échantillon testé est négatif pour le gène d’intérêt, assumant
des contrôles positif et négatif valides, il faut être prudent quant à l’interprétation. La
non détection du gène d’intérêt n’est pas nécessairement relié à son absence mais
pourrait être relié à la technique de PCR elle-même (ex: inhibiteurs de réaction)
(Stirling 2003).
Les amorces utilisées doivent être obtenues sur des régions qui codent pour la
protéine, soit les exons. Cependant, lors de la phase d’isolement de l’ARNm, il est
possible qu’une faible quantité d’ADN génomique, contenant le gène transcript,
contamine l’échantillon. Un traitement à base d’ADNase permet de diminuer cette
contamination. De plus, pour être capable de différencier l’amplification d’ARNm
(désirée) versus d’ADN génomique (non désiré) lors de la PCR, il est crucial d’avoir
sélectionné des amorces appartenant à 2 exons différents, avec au moins un intron les
séparant. Avec un tel choix, les produits d’amplification sont de tailles différentes et
donc distincts.
jC Avec la PCR qualitative, la détermination de l’expression se fait en fin de
réaction après électrophorèse. La PCR se caractérise lors des premiers cycles par la
phase initiale où le nombre d’amplicons (gène d’intérêt amplifié) reste faible. Ensuite,
cette phase est suivie d’une phase d’amplification exponentielle. Enfin, on atteint une
phase de plateau où la réaction enzymatique devient saturée et le nombre d’amplicons
se stabilise. Lors de l’optimisation des conditions de PCR, il est important de viser à
arrêter la réaction lors de la phase exponentielle. Généralement, le nombre de cycles
nécessaires varie de 25 à 40. Ceci permet une évaluation subjective et grossière du
niveau d’expression d’un échantillon, par comparaison à un autre échantillon amplifié
lors de la même procédure (Stirling 2003).
Des technologies plus récentes, basées sur les mêmes principes généraux de
PCR, permettent une quantification objective de l’ARNrn présent dans un échantillon.
1.4.2. PCR quantitative: la PCR en temps réel
Bien que plusieurs méthodes aient été définies pour quantifier l’expression
d’ARNm. la PCR en temps réel (Real-time PCR) est de loin la technique la plus
utilisée de nos jours. Cette technique combine en une seule étape l’amplification et la
détection de l’amplification. Ses avantages sont la rapidité d’exécution, le grand
nombre d’échantillons analysés en même temps et la sensibilité très élevée. Son
désavantage majeur est relié au coût élevé de l’appareillage et des réactifs. (Wong
and Medrano 2005)
Pour détecter l’amplification, plusieurs technologies sont disponibles
commercialement dont les systèmes SYBR Green, TaqMan, et les sondes
d’hybridations. Sans rentrer dans les détails, la production de chaque nouvel
amplicon se traduit par l’émission d’un signaL fluorescent, spécifique de
l’amplification du gène d’intérêt. Ce signal est lu avec une fréquence élevée tout au
long de la réaction, permettant de suivre l’amplification en temps réel.
C
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1.4.2.1. Principes de la PCR en temps réel
Lorsque la réaction débute (habituellement les 10 à 15 premiers cycles), la
fluorescence émise à chaque cycle ne dépasse pas celle propre à l’échantillon de
départ avec tous ses réactifs. On détermine alors la fluorescence de base ou le bruit de
fond. Ensuite, au début de la phase d’amplification exponentielle, la fluorescence
émise atteint un seuil, ce seuil étant significativement pLus grand que 10 fois la
déviation standard du bruit de fond. Le cycle auquel se produit ceci est nommé le
cycle seuil (cf figure 9). Il est important de noter que plus la quantité «ADNc
d’intérêt présent dans un échantillon au départ est grande, plus la réaction démarrera
rapidement et plus la valeur du cycle seuil sera faible. Par la suite se produit ta phase
log-linéaire de l’amplification. Durant cette période, Famplification devient optimale
et les produits de PCR doublent à chaque cycle quand les conditions de réaction sont
idéales. Les phases d’amplification et la phase de plateau qui la succède ne sont pas
utilisées pour quantifier l’expression génique.
1.4.2.2. Principes de quantification
On peut quantifier l’expression de manière relative ou absolue. La
quantification absolue du nombre d’ADNc présent dans l’échantillon au départ est
obtenue en comparant le cycle seuil de cet échantillon avec une courbe standard. La
courbe standard est obtenue au cours de la même PCR que celle pendant laquelle
l’échantillon d’intérêt est analysé. (Wong and Medrano 2005)
G
I
figure 10 : Courbe standard mettant en évidence l’apparition de fluorescence (axe des
Y) au cours des cycles (axe des X). Threshold = cycle seuil.
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C Le matériel utilisé pour obtenir la courbe standard (cf figure 10) est issu d’un
échantillon étalon, possédant une concentration d’ADNc connue pour le gène
d’intérêt. L’étalon est dilué successivement afin d’obtenir une large amplitude de
concentration, qui doit inclure les concentrations des échantillons sans descendre ou
monter au delà des performances de la machine (Wong and Medrano 2005). La
comparaison du cycle seuil obtenu dans l’échantillon d’intérêt avec la courbe
standard permet d’extrapoler la concentration en ADNc présent dans l’échantillon en
début de réaction (Wong and Medrano 2005). Il est important de noter que cette
méthode de quantification assume que l’efficacité de la réaction de PCR dans les
tubes étalonnés et les échantillons à tester est la même. Bien qu’efficace. cette
méthode de quantification est relativement coûteuse car à chaque procédure, les
échantillons permettant d’obtenir la courbe standard doivent être inclus. (Wong and
Medrano 2005)
Les méthodes de quantification relative mesurent l’expression d’un
échantillon relativement à un échantillon de référence. Il existe de nombreuses
méthodes de quantification relative. Elles sont extrêmement dépendantes de
l’efficacité de l’amplification d’un échantillon à l’autre. Si les calculs sont efYectués
sans une correction appropriée, la concentration de départ en ADNc peut être
facilement surestimée. (Wong and Medrano 2005)
1.4.2.3. Principes de normalisation
La normalisation de l’expression est utilisée pour corriger les variations
artéfactuelles qui s’accumulent à chaque étape du protocole expérimentaL et
principalement lors du comptage des cellules, lors de l’isolement/conservation de
l’ARN, lors de la RT (Vandesompele, De Preter et al. 2002). C’est pourquoi les
résultats de la PCR en temps réel sont généralement normalisés par rapport à un gène
contrôle. Le gène contrôle idéal doit être exprimé en tout temps, de manière stable
quelques soient les conditions expérimentales, le type de cellule, le stade de
développement et le traitement reçu (Sturzenbaum and Kille 2001).
Malheureusement, ce gène idéal n’existe pas. Il est donc nécessaire d’en tester
jplusieurs à chaque expérimentation pour tenter de déterminer lequel serait le plus
adapté pour la normalisation des résultats de l’étude en cours (Sturzenbaum and Kille
2001; Wong and Medrano 2005). Les gènes de maintenance ou homéostasie ou
“house keeping genes” (ex: 13-actine, ubiquitine, GAPDH) et les ARN ribosomaux
peuvent être utilisés à ces fins (Sturzenbaum and Kille 2001; Vandesompele, De
Preter et al. 2002; Wong and Medrano 2005).
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2. Chapitre 2 : Problématique et but de l’étude
2.1. Problématique
Les traitements qui permettent de stopper l’évolution de l’ostéoarthrose et de
retrouver une articulation totalement saine n’existent pas à l’heure actuelle. il est
donc primordial d’identitier et de comprendre les éléments qui initient le processus
pathologique afin de pouvoir mieux les bloquer.
Chez l’homme, la modification du profil d’expression des cytokines des
chondrocytes présents dans du cartilage ostéoartbrosique semble être une piste
sérieuse et cette modification conduirait localement au développement d’une cascade
de dégradation cartilagineuse caractéristique de l’OA. Chez le cheval, cette piste n’a
pas encore été explorée et demande validation.
2.2. Hypothèses
Lorsque les chondrocytes équins normaux sont stimulés avec IL-1 13. ils sont
capables de produire plusieurs des cytokines et chimiokines ayant un rôle déterminant
dans le développement de l’OA.
2.3. Objectifs de l’étude
Dans une étape préliminaire qui vise à évaluer le rôle potentiel des chimiokines et
cytokines dans l’OA équine, les objectifs de l’étude sont:
1) D’évaluer la capacité des chondrocytes équins normaux à exprimer de l’ARNm
codant pour plusieurs des chimiokines et cytokines pro et anti-inflammatoires.
2) De déterminer le niveau d’expression de ces chimiokines et cytokines pro et
anti-inflammatoires lorsque les chondrocytes équins sont stimulés avec de l’IL-113.
C
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3. Chapitre 3 : Article
Présentation sous forme «article.
Article soumis sous cette forme à Veterinary Surgery le 20 Avril 2006.
Article accepté pour publication sous une forme légèrement modifiée dans Veterinary
Surgery en Janvier 2007.
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- Evaluate mRNA expression of major proinflammatory cytokines in
challenged equine chondrocytes.
Study design - In vitro experiment using equine chondrocytes cultures.
Sample population — Articular cartilage of metacarpophalangeal joints (n = 7
horses).
Methods - Chondrocytes monolayer cultures were established from digested aduit
equine articular cartilage and stimulated with 5ng/ml of recombinant hurnan IL-113.
RNA was extracted from the cells 24 hours post-challenge. IL-113, TNf-a, IL-6, IL
8, MIP-2, IL-4, IFN-7 and house keeping gene (ubiquitin, f3-actin) mRNA expression
was investigated by both standard and real time RT-PCR.
Resuits
- IL-113. IL-6. IL-8 and MIP-2 were expressed in normal chondrocytes and
IL-1 [3, IL-6 and IL-8 were significantly upregulated post-challenge. IL-4 and IFN-y
mRNA were flot detected in any samples. TNF-Œ mRNA, by comparison, was
expressed in only 2/7 horses pre-challenge and an upregulation was observed in these
2 samples post-challenge.
Conclusions
- Equine chondrocytes express mRNA for the major proinflammatory
cytokines and their expression is modulated by IL-113. They are potentially capable of
de novo synthesis of proinflammatory cytokines and chemokines that could mediate
focal cartilage degradation.
Clinical relevance — When stressed, chondrocytes could potentially set off a local





Chondrocytes reside in groups of 2-4 celis (Dewire and Einhorn 2001) and
represent approximately 1-2% ofthe total aduit cartilage volume (Poole, Kojima et al.
2001; van Weeren and Brama 2003). They synthesize and degrade the cartilage
matrix in response to changes in their environment. Although it has recently been
reported that paired chondrocytes in the superficial layer may communicate by direct
contact (Chi, Rattner et al. 2004), an important means of responding to variations in
the environment is by cross talk with other cells via intercellular messengers such as
cytokines. The importance of proinflammatory cytokines such as IL-113 and TNF-a
in the induction of degradative metabolic events in articular cartilage in osteoarthritis
(Lotz, Moats et al.) is now well recognized (van den Berg 1997; Goldring 1999;
Goidring 2000; Lotz 2001; Poole 2001; femandes, Martel-Pelletier et al. 2002). The
source of proinflammatory cytokines in OA was believed to be either the synovium
or the inflammatory ceils, but emerging evidence indicates that the chondrocytes may
also be implicated (Goidring 2000).
IL-113, TNF-a and matrix metalloproteinases have been immunolocalized to
chondrocytes in the superficial zone of human OA cartilage where degenerative
changes were identified on histologic examination (Tetlow, Adlam et al. 2001).
Similarly, IL-113 and TNF-o mRNA expression was detected in 29% and 20% of
cartilage biopsies respectively, collected during arthroscopy in horses presented for
naturally occurring joint disease (Trumble, Trotter et al. 2001) supporting a role for
these cytokines in equine OA. It is now recognized that IL-113 is active locally in
cartilage leading to its destruction whereas TNF-Œ appears to play a more important
role in triggering events leading to inflammation both locally and systemically (van
den Berg 1997; Goldring 1999; Dayer 2002).
We hypothesize that, when stressed, equine articular chondrocytes produce
cytokines capable to induce cartilage metabolism changes leading to the development
of focal OA lesions. Our objectives were to determine the capacity of equine
chondrocytes to express mRNA for major proinflammatory cytokines when
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G challenged and to quantify the level of expression as a first step towards exploring
their potential role in equine OA pathophysiology.
3.3. Materials and methods
3.3.1. Source of ceils and celi culture
Equine articular cartilage was harvested aseptically from metacarpophalangeal
joints of Standardbred horses (n = 7 Ï O-14 y) within 4 hours ofeuthanasia. Selection
criteria were based on the absence of clinical signs of joint pathology and
macroscopically normal articular cartilage. The cartilage was incubated and gently
stirred in a 0.05% trypsin (bovine type I trypsin. Sigma Chemical Co, St-Louis. MO)
and 0.01% EDTA Dulbecco’s Modified Eagle Medium solution (DMEM, fischer
Scientific, fair Lawn, NJ), for 25 minutes at 37°C. These pieces were then washed
twice with a DMEM solution enriched with 10% fetal calf serum (fCS, R&D
Systems mc, Minneapolis. MN) to inactivate the trypsin. Subsequently, the cartilage
was digested with a DMEM solution containing 0.05% collagenase (type lA
collagenase, Sigma Chernical Co, St-Louis, MO) and 10% fCS for 11-13 hours in a
shaker at 37°C and then separated and centrifuged (37°C for 6 minutes at 1500
RPM). Chondrocytes were counted with a hemocytometer and their viability
assessed with a Trypan blue dye. Each well of a 6-well tissue culture plate was
seeded with 1.5x106 chondrocytes and incubated in 5% C02 at 37.4°C until ceil
adherence to the plate. The culture medium was changed every 48 hours until
chondrocyte confluence. for 24 hours, the primary cultures were either treated with
5ng/ml of recombinant human interleukin-1 beta (rhIL-13. R&D Systems Inc.
Minneapolis, MN) or were untreated. The experiments were performed in triplicate.
Afier a 24 hour stimulation period, RNA was extracted from the chondrocytes.
3.3.2. RNA extraction and reverse transcription (RT)
RNA was extracted using acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform as
previously described (Chomczynski and Sacchi 1987) or TRIZOL reagent (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s instructions.
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Based on opticai density at 260 nm, 0.5-1 jig of total RNA was used as a template for
the reverse transcription (RT). cDNA strands were generated from the RNA in a 30
ill volume reaction using oligo(dT) 12-18 primer (Sarstedt Newton, NC) and reverse
transcriptase enzyme (Avian Myeloblastosis Virus, Roche Diagnostics, Lavai, QC,
Canada).
3.3.3. Study design
In experiment 1, 2 horses were used (3 fetlocks). To study the effects of IL-1
on cytokine expression, standard polymerase chain reactions (PCR) were performed
for IL-113, TNF-Œ, IL-6, IL-8, macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2), IL-4,
IFN-y, t3-actin and ubiquitin genes in a 50 tl mixture containing I ti of the
synthesized cDNA, 2X PCR buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.25 to
0.5 mmol/1 MgCl2 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 62.5 to 125 imol/l ofeach
dNTP (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), 2.5 units Taq polymerase
(Applied Biosystems, Foster City, CA) and 0.4 imol/l of each primers. The samples
were amplified in a thermal cycler (Gene Amp PCR System 9700, Applied
Biosystems, Foster City, CA) for 33 to 42 cycles with specific primer anneaiing
temperature varying from 56 to 64°C. PCR products were visualized with 5%
ethidium bromide staining afier 1.5% agarose gel electrophoresis using a
phosphoimager (Foto/Anaiyst Investigator Systems, Fotodyne Incorporated,
Hartland, WI).
In experiment 2, 5 horses were used. Real time PCR was employed to
confirm and quantify mRNA expression for IL-113, TNF-Œ, IL-6, IL-8, IL-4 genes in
a 20 pi mixture containing 1 iil of the synthesized cDNA, 10 tl Sybergreen PCR kit
(Qiagen Inc., Mississauga, ON, Canada), 3 mmoi/1 MgC12 and 5 tmoi/l of each
primers. Ubiquitin alone was used as a house keeping gene for this arm of the study
because of the upregulation of f3-actin we observed in experiment 1. The samples
were amplified in a real time thermal cycler (Rotor-Gene 3000, Corbett Life Science,
Sydney, Australia) with specific primer annealing temperature varying from 56 to
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65°C. The specificity of the amplification products was confirmed by analysis ofthe
melting-point curves and by gene sequencing following 1.5% agarose gel
electrophoresis. b construct the standard curves, four samples containing known
concentrations of the target PCR amplicon were added in each PCR run. From these
curves, the mRNA concentrations ofeach sample were then extrapolated.
Equine specific PCR primers that amplify across exon-intron boundaries,
allowed discrimination of amplified genomic DNA and cDNA (table I). Total equine
blood ceils stimulated with either concanavalin A and lipopolysaccharide (LPS) or
phorbol myristate acetate and ionomycin were used as a source of cDNA for the PCR
positive controls. All PCR reagents except cDNA were used as a PCR negative
control.
3.3.4. Statistical analysis
A Wilcoxon Signed-Rank test was used to detect differences in expression





Cytokine mRNA expression for equine chondrocytes is illustrated in Figure 1.
IL-13, IL-6, IL-2 and MIP-2 mRNA was expressed by both control and stimulated
chondrocytes. In contrast, TNF-Œ, IL-4 and IFN-y mRNA expression was flot
detected in any ofthe samples. The house keeping genes, 13-actin and ubiquitin, were
both expressed by ail chondrocytes. An up-regulation of f3-actin was evident in the
stimulated chondrocytes.
3.4.2. Experiment 2
Ubiquitin expression for both control and stimulated samples was flot
signfficantly different. Cytokine mRNA expression was subsequently normalized to
the house keeping gene. IL-1 F challenge caused a significant upregulation of the IL
1j3, IL-6, and IL-8 mRNA expression (Figure 2). TNF-u. expression, in contrast, was
detected in only 2 out of 5 horses sampled and an upregulation was observed in these




This study demonstrates that challenged equine articular chondrocytes
produce mRNA for the proinflammatory cytokines IL-1 f3, IL-6, IL-8, and MIP-2.
Surprisingly TNF-Œ mRNA was detected in only 2/7 horses with and without
challenge. The expression level of the individual cytokines varied according to the
state of ceil activation. The source of IL-1 in equine joint disease was traditionally
believed to be the synovium (Mcllwraith and Trotter 1996), but these results provide
evidence to support our hypothesis that endogenous cytokine production by
chondrocytes may also have a role in the initiation ofequine OA.
The unstimulated equine chondrocytes expressed low levels of IL-13 mRNA
but a significant upregulation was detected in ail samples with the IL-1 treatment.
These data are consistent with findings reported in other species (Ollivierre, Gubler et
al. 1986). The results of the present study expand and confirm earlier observations
that equine chondrocytes stimulated with LPS produce an IL-l -like factor (May,
Hooke et al. 1992) or an increased IL-1-like bioactivity (Armstrong and Lees 2002).
Combined, these resuits suggest that IL-1 f3 mRNA expression is likely coupled with
the production of active IL-1f3 but this remains to be conflrmed by
immunohistochemistry using equine specific antibodies. Our resuits also suggest that
an IL-1f3 autocrine/paracrine pathway, first described in humans (Towie, Trice et al.
1987), could also be involved in the pathophysiology of cartilage destruction in
equine OA. Human OA cartilage explants spontaneously release (autocrine) IL-1 f3
but no production is detected by normal cartilage (Attur, Patel et al. 1998). Although
we used IL-1 to challenge our celis, it is possible that mechanical challenge in the
case of equine athletes could also induce a similar response as it has been recently
reported that mechanical compression of bovine cartilage explants induced a rapid
up-regulation of transcription levels for IL-1f3 (Fitzgerald, Jin et al. 2004). Evidence
for the importance of the role of IL-1 in equine OA was recently provided by a study
of equine experimental OA, employing gene therapy (frisbie, Ghivizzani et al. 2002).
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The investigators reported a reduction in cartilage degradation in the group of horses
treated with IL-1 receptor antagonist.
An intriguing finding in the study herein was the variable inter-individual
chondrocyte TNf-a expression pattem. Under our experimental conditions,
extrernely low TNf-Œ expression was identified in most of the samples, except for 2
horses where IL-1 treatment resulted in an upregulation of TNF-Œ rnRNA. This
resuit is in agreement with previously reported equine in vitro and ex vivo studies.
Using a limited number of horses, Armstrong reported that LPS-stimulated equine
chondrocytes did not show any TNf-Œ like activity (Armstrong and Lees 2002).
TNF-a mRNA transcripts were however detected in 8/35 cartilage samples from
diseased equine joints (Trumbie. Trotter et al. 2001). A time-course or a dose
titration study could shed further light on this issue, as expression could be either
ternporally modified or dose-dependant. TNF-Œ has been measured in equine
synovial fluid (Billinghurst, Fretz et al. 1995; Bertone, Palmer et al. 2001) and its
concentration was flot correlated to the degree of cartilage degradation (Jouglin,
Robert et al. 2000), and either poorly (Bertone, PaLmer et al. 2001) or not at ail
(Billinghurst, Fretz et al. 1995) correlated to the amount of infiltrating infiammatory
cells. Taken together, these studies suggest that the chondroc tes can produce TNF-a
rnRNA but are flot the major source of this cytokine in equine OA as could
potentially be the synovial ceils. A line of evidence to support this is provided by
experimental murine models of artbritis, where it has been established that TNf-a is
a pivotai cytokine for induction of joint swetling and inflammation. IL-1 in this
model is believed to be the dominant cartilage destructive cytokine and its production
may be independent of TNF-cL (van den Berg 199$).
Although classically associated with inflammation, IL-6’s role in the joint is
more appropriately described as a regulatory cytokine because it has dual anti and
pro-inflammatory effects (Goldring 2000). IL-6 has been shown to limit IL-l
catabolic effects on cartilage matrix degradation in chondrocyte culture (Shingu.
Miyauchi et al. 1995). In contrast this cytokine has also been implicated in the bone
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resorption process in subchondral cystic lesions in horses (von Rechenberg.
Leutenegger et al. 2001). In the present study, IL-6 mRNA expression was detected
in ail chondrocytes. As previously reported in human for IL-8 (Attur, Dave et al.
2002). both IL-6 and IL-8 expression leveis were 100 to 1000 time higher than the
IL-1t3 and TNF-a levels in equine chondrocytes, but the relevance of the relative
magnitude increase remains to be elucidated. We detected a significant IL-6 up
regulation with IL-1 challenge and this concurs with the observation that IL-6-like
activity was present in equine chondrocyte cultures stirnulated with LPS (Armstrong
and Lees 2002). IL-6 expression and production was up-reguiated in IL-1t3
stimuiated human chondrocytes (Bender. Haubeck et al. 1990) and was detected at
elevated leveis in ail chondrocytes isolated from both normal infants and OA patients
(Tanabe, Abe et al. 1996). Taken together, these findings demonstrate that the
equine chondrocyte can express and produce IL-6. IL-6 was flot identified in the
synovial fluid of normal equine joints but was significantiy increased in various joint
diseases (Bertone. Palmer et al. 2001). Although IL-6 is ciearly involved in the
inflammatory processes. the observation that this cytokine was expressed in ail
treated and untreated cultured equine chondrocytes, and in normal and OA human
cartilage samples (Tanabe, Abe et ai. 1996), suggests that IL-6 also might piay a
physiological role in cartilage. Recently, the protective role of IL-6 in OA lias been
highlighted in a knock out mouse model where IL-6 (-I-) male mice developed more
severe spontaneous OA on aging compared to their wild type controls (de Hooge, van
de Loo et al. 2005).
Chernokine mRNA (IL-8 and MIP-2) was present in both unstimulated and
stimulated equine chondrocytes in the present study with a significant upregulation of
IL-8 occurring in the stimulated chondrocytes. The principal biologic activity for the
chemokines IL-8 and MIP-2 is cunently believed chemotaxis for neutrophils (Lotz
2001). IL-8 also activates neutrophils’ secretory response and is angiogenic
suggesting that it couid contribute to synovial hyperplasia in arthritis (Koch, Polverini
et al. 1992). There is now important emerging evidence that chemokines are also
able to induce the release of enzymes known to have a role in cartilage damage in OA
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(Borzi. Mazzetti et al. 2000). Their role in equine cartilage has flot been previously
investigated. In humans, a weak IL-8 RNA signal was identifled in normal untreated
chondrocytes in situ (Lotz, Terkeltaub et al. 1992), and freshly isolated chondrocytes
spontaneously secreted IL-8 which was rapidly increased by the addition of IL-1
(Henrotin. De Groote et al. 1996). Furthermore. human OA chondrocyle cultures
released detectable IL-8 and MIP-IŒ (Pulsatelli, Doizani et al. 1999). The data
presented here provides evidence that equine chondrocytes could contribute to
neutrophil chemotaxis as reported in humans (Lotz, Terkeltaub et al. 1992) and they
may be partially responsible for initiating the migration of inflammatory cells to the
joint during acute episodes of OA. In addition, as suggested by Borzi, a potential
autocrine effect on chondrocytes by causing matrix degrading enzyme release could
potentially contribute to OA pathophysiotogy (Borzi, Mazzetti et aL. 2004).
IL-4’s role in the joint is currently believed to be antiinflammatory, preventing
cartilage degradation (Goidring 2000). The normal or stimulated equine chondrocyte,
under our culture conditions, did not express IL-4. However, IL-4 mRNA expression
was observed in human OA chondrocytes (Moos, Fickert et al. 1999). IFN-y and IL-
4 are centraL to Thi or a Th2 immune rcsponses, namely a celi mediated immune
response or a humoral immune response respectively. from our results the equine
chondrocyte is unlikely to be implicated in the polarisation ofthe immune response in
the joint but further studies using OA cartilage specimens would be required to
confirm this.
WhiÏe there is no universal control gene suitable for ail tissues, 13-actin
appears to be one of the control genes with the least stable expression whereas
ubiquitin has been reported to be one of the best overali control genes
(Vandesompele, De Preter et al. 2002). In our studies we observed that 13-actin was
upregulated by IL-1 F3 treatment whereas ubiquitin expression was stable, confirming
this viewpoint.
Human recombinant IL-1F3 was used to stimulate chondrocytes in the
investigation reported herein. Additional studies would be required to determine if a
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C similar response occurs when equine chondrocytes are stimulated with
equine IL-113. future studies using equine specific cytokines and chemokines for
immunohistochemistry and in situ hybridization of equine normal and OA cartilage
should shed additional light on their role in joint degradation.
In conclusion, both challenged and unchallenged equine chondrocytes are
capable of expressing a battery of cytokines and chemokines currently believed to be
relevant to joint disease. Furthermore, an IL-113 autocrine/paracrine pathway may
exist for equine chondrocytes and could initiate focal cartilage matrix changes in OA,
but further studies would be required to confirm this. Intra-articular therapy targeted
to control proinflammatory/antiinflammatory cytokine balance could potentially
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Standard RT-PCR showing cytokines. chemokines and house keeping genes mRNA
expression by equine articular chondrocytes foliowing 24 hours stimulation with
rhIL-1f3 at 5 ng/ml (Stimuiated 1, 2 and 3) or without stimulation (Control 1, 2 and 3).
cDNA of total equine biood ceils stimulated with concanavalin A and LPS or phorbol
myristate acetate and ionomycin was used as a PCR positive control. Ail PCR
reagents except cDNA were used as a PCR negative controi.
Figure 2
Real time RT-PCR showing quantitative mRNA expression of IL-l 3, TNF-a, IL-6
and IL-8 relative to ubiquitin expression (bouse keeping gene) for the equine articular
chondrocytes without treatment (Control) or foiiowing 24 hours stimulation with
5ng/mI with rhIL-1f3 (Stimulated). Significant differences (p <0.05) in expression
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Oligonucleotide primer sequences for standard and real time RT-PCR. of equine
cytokines, chemokines and house keeping genes.
GenBank Sequence
Targets PCR Primers sequences (5’-3’)
Accession Numbers
1L-I3 GACTGACAAGATACCTGTGGCCT D42 147: U924$I: U924$I:
AS AGACAACAGTGÂAGTGCAGCCT D42 165
TNf. S CTTGTGCCTCAGCCTCT1C1C’QTTC AF503366: M64087
AS TCTTGATGGCAGAGAGGAGGTTGAC
IL-6 S CTCTTCACAAGCACCGTCACTCCA U64794: AF005227
AS AGCCACICATTCTGTGAATGCAGC
IL-8 S CTTTCTGCAGCTCTGTGTGAAG AF062377
AS GCAGACCTCAGCTCCGTTGAC
M I P-2 S CGCGGATCCCAGACCGTGCAGGGGAIT AF426 155
AS CCCAAGCTTAGCATCCTATCGATCATTTTC
IL-4 S GCATGTACCAGCTTCATCCAGG AF035404:AF305617
AS GGCITCATTCACAGTACAGC’AGG
I FN-y S CTATIACTGCCAGGCCGCGTT AF427 I 34: AF45942 I:
AS ICCTCTTCCGCTTCCTCAGGTF D28520: U04050: Al 1777




fi-Actin S CTGGCACCACACCTTCTACAACGAG AFO3 5774
AS GTACAGGTCCTTACGGATGTCGACG
Ail primers are equine specific and are selected to amplify across exon-intron
boundaries to allow discrimination ofamplified genomic DNA and cDNA.
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C 4. Chapitre 4 Discussion
Cette étude a permis de démontrer que les chondrocytes articulaires équins
provenant d’articulations saines, stimulés avec IL-43 sont capables de produire de
1ARNm pour les cytokines pro-inflammatoires IL-113, IL-6, IL-8 et MIP-2. D’une
façon surprenante, TNF-a n’a été détecté que chez des 2 des 7 chevaux avec ou sans
stimulation. Le niveau d’expression des différentes cytokines a été modifié par l’état
d’activation de la cellule. Traditionnellement, la membrane synoviale est considérée
comme la source d’IL-1 dans les maladies articulaires équines. Cependant, les
résultats de notre étude supportent l’hypothèse que ta production endogène de
cytokines par les chondrocytes pourrait également avoir un rôle dans la
pathophysiologie de FOA.
Les chondrocytes équins non stimulés expriment une faible quantité «ARNm
codant pour IL-113 mais une augmentation significative du niveau d’expression dans
tous les échantillons a pu être détectée à l’issu du traitement à IL-l. Ces données
semblent en accord avec celles rapportées chez l’homme et les bovins (Ollivierre,
Gubler et al. 1986). Les résultats de notre étude confirment donc les observations
précédentes, à savoir que le chondrocyte équin stimulé avec du LPS produit un
facteur IL-1 mimétique (May. Hooke et al. 1992) ou une augmentation d’activité
biologique de type IL-1 mimétique (Armstrong and Lees 2002). Combinés à ces
informations, nos résultats suggèrent que l’expression d’ARNm codant pour IL-1 f3 est
probablement couplée avec la production d’IL-1 active. Toutefois, ceci serait à
confirmer avec des anticorps équins spécifiques par immuno-histochimie. Nos
résultats suggèrent également qu’une voie d’activation autocrine/paracrine, décrite
originellement chez l’homme (Towle, Trice et al. 1987), pourrait être aussi impliquée
dans la pathophysiologie de la dégradation du cartilage lors d’OA chez le cheval.
Contrairement au cartilage humain normal, les explants provenant d’articulations




(3 Pour stimuler les cellules, nous avons eu recours à de FIL-l, mais il est
possible qu’un stress d’origine mécanique puisse également induire une réponse
similaire chez les chevaux athlètes. En effet, il a été démontré récemment que la
compression mécanique d’explants de cartilage d’origine bovine induit une sur-
régulation rapide des niveaux de transcription d’IL-1f3 (fitzgerald, Jin et al. 2004).
Limportance de IL-1 a été soulignée récemment dans une modèle expérimental
ŒOA chez le cheval grâce à l’utilisation de la thérapie génique (Fri sbie, Ghivizzani et
al. 2002). Les investigateurs ont rapporté une diminution de la dégradation du
cartilage dans le groupe traité avec IL-ira.
Dans notre étude, la variation du patron d’expression de FNF-Œ entre les
individus a été une trouvaille intrigante. Sous nos propres conditions expérimentales,
le niveau de TNf-a exprimé par la plupart des échantillons était extrêmement faible,
excepté pour deux échantillons pour lesquels le traitement à IL-1 a entrainé une sur-
régulation de l’expression d’ARNm. Pour un nombre restreint de chevaux, Armstrong
a rapporté que les chondrocytes équins stimulés avec du LPS ne montraient aucune
activité TNF-u mimétique (Armstrong and Lees 2002). Par contre, pour 8 des 35
échantillons de cartilage prélevés dans des articulations équines malades, de l’ARNm
codant pour TNf-a a cependant été détecté (Trumble, Trotter et al. 2001). Ces
résultats contraires pourraient s’expliquer par le fait que l’expression de TNF-Œ,
comme celle d’autres cytokines, soit temps et/ou concentration dépendante. Une
étude in vitro utilisant différents moyens de stimulation, avec des concentrations et
des durées différentes permettrait d’éclaircir ce point. Par ailleurs, TNF-ot a été
identifié dans le liquide synovial chez le cheval (Billinghurst, Fretz et al. 1995;
Bertone, Palmer et al. 2001), sa concentration ne semblait pas corrélée au degré de
dégradation cartilagineuse (Jouglin, Robert et al. 2000), et faiblement (Bertone,
Palmer et al. 2001) ou pas du tout (Billinghurst, Fretz et al. 1995) corrélée à la
quantité de cellules inflammatoires articulaires. En résumé, ces résultats nous
indiquent que le chondrocyte a la capacité de produire de l’ARNm codant pour TNf
u mais il n’en serait pas la source majeure dans l’OA équine, à la différence des
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synoviocytes qui pourraient l’être potentiellement. Cette hypothèse est supportée par
les résultats obtenus dans le modèle expérimental d’arthrite murine où TNF-a semble
avoir un rôle déterminant dans l’induction de l’enflure et de l’inflammation
articulaire. Dans ce modèle, IL-1 f3 serait la cytokine dominante dans la destruction
cartilagineuse et sa production serait indépendante de TNF-a (van den Berg 1998).
Bien que classiquement associée à l’inflammation, IL-6 semble avoir un rôle
plutôt régulateur dans l’articulation, à cause de ses doubles effets anti et pro-
inflammatoires (Goldring 2000). Il a été montré que IL-6 limiterait les effets
cataboliques de IL-1 sur la dégradation de la matrice cartilagineuse pour les
chondrocytes en culture (Shingu, Miyauchi et al. 1995). Par contre, cette cytokine
semble impliquée dans le processus de résorption osseuse observé dans les kystes
sous-chondraux chez le cheval (von Rechenberg, Leutenegger et al. 2001). Dans
notre étude, l’expression d’ARNm codant pour IL-6 a été détectée dans tous les
chondrocytes. Comme rapporté précédemment chez l’homme avec IL-8 (Attur, Dave
et al. 2002), les niveaux d’expression d’IL-6 et d’IL-8 par les chondrocytes équins
étaient 100 à 1000 fois plus élevés que ceux de IL-1f3 et du TNf-u. La pertinence de
cette différence d’expression relative reste à élucider. Nous avons détecté une sur-
régulation significative de l’expression d’IL-6 avec la stimulation à IL-1. Ceci est en
accord avec l’activité IL-6 mimétique détectée dans les cultures de chondrocytes
équins stimulés au LPS (Armstrong and Lees 2002). Également, l’expression et la
production de IL-6 sont sur-régulées dans les chondrocytes humains stimulés avec
IL-1f3 (Bender, Haubeck et al. 1990). Enfin, l’expression d’IL-6 a été détectée à des
niveaux élevés dans tous les chondrocytes provenant de cartilage d’enfants normaux
ou de patients humain ostéoarthrosiques (Tanabe, Abe et al. 1996). En résumé, ces
résultats démontrent que le chondrocyte équin peut exprimer et produire de l’IL-6.
Bien qu’IL-6 n’ait pas été identifiée dans le liquide synovial d’articulations équines
normales, cette cytokine se trouvait en quantité significativement augmentée dans les
articulations atteintes par différentes maladies (Bertone, Palmer et al. 2001). IL-6
semble donc clairement impliquée dans le processus inflammatoire. Le fait que cette
cytokine soit exprimée par les chondrocytes équins en culture traités à IL-1 et non
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t traités et dans des échantillons de cartilage humain normal et ostéoartlMosique
(Tanabe, Abe et al. 1996) suggère qu’IL-6 pourrait aussi jouer un rôle dans
l’homéostasie du cartilage. Récemment, le rôle protecteur d’IL-6 dans un modèle
d’OA murine utilisant des souris génétiquement modifiées a été souligné. En effet, les
mâles IL-6 (-I-) développaient de l’OA spontanée plus sévère avec l’âge que leurs
contrôles du type sauvage (de Hooge. van de Loo et al. 2005).
De I’ARNm codant pour les chimiokines IL-8 and MIP-2 a été identifié dans
les chondrocytes équins stimulés ou non, avec une sur-régulation significative
détectée pour IL-8 avec la stimulation. L’activité biologique principale des
chimiokines serait le chimiotactisme des neutrophiles (Lotz 2001). IL-8 peut aussi
activer la réponse sécrétoire des neutrophiles et possède aussi une activité
angiogénique qui pourrait contribuer à l’hyperplasie synoviale observée lors d’arthrite
(Koch, Polverini et al. 1992). Assez récemment, une équipe a démontré que ces
chimiokines seraient aussi capables d’induire la relâche d’enzymes connues pour
avoir un rôle dans la dégradation du cartilage lors d’OA (Borzi, Mazzetti et al. 2000).
Le rôle de ces chimiokines dans le cartilage équin n’a pas été investigué jusqu’à
maintenant. Chez l’homme, un niveau «expression faible d’ARNm codant pour IL-8
a été identifié dans des chondrocytes non traités in situ (Lotz, Terkeltaub et al. 1992).
Des chondrocytes fraichement isolés sécrètent de FIL-2 spontanément et ceci
augmente rapidement lors de l’ajout d’IL-1 dans le milieu (Henrotin. De Groote et al.
1996). De plus, les cultures de chondrocytes humains ostéoarthrosiques relâchent des
niveaux détectables de IL-8 et MIP-YŒ (Pulsatelli, Dolzani et al. 1999). Les données
de notre étude supportent donc l’évidence que les chondrocytes équins pourraient
aussi contribuer au chimiotactisme des neutrophiles comme proposé chez Fhomme
(Lotz, Terkeltaub et al. 1992) et qu’ils pourraient être partiellement responsables
d’initier la migration de cellules inflammatoires dans l’articulation lors des phases
aigues d’OA. Enfin, comme suggéré par Borzj (Borzi, Mazzetti et al. 2004), il
pourrait exister une stimulation autocrine des chondrocytes par les chimiokines
produites, engendrant la relâche d’enzymes protéolytiques dégradant la matrice et
jouant un rôle dans la pathophysiologie de l’OA.
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L’IL-4 dans l’articulation semble avoir un rôle anti-inflammatoire, en
empêchant la dégradation du cartilage (Goldring 2000). Les chondrocytes équins
normaux ou stimulés, sous nos conditions de culture, n’expriment pas d’IL-4.
Cependant, l’expression d’IL-4 a été détectée dans des chondrocytes humains
ostéoarthrosiques (Moos. Fickert et al. 1999). IFN-’y et IL-4 sont des cytokines qui
jouent un rôle central dans la réponse immunitaire de type Thi ou Th2, nommées
respectivement réponse à médiation cellulaire ou humorale. Selon nos résultats, il
semble peu probable que le chondrocyte équin soit impliqué dans la polarisation de la
réponse immunitaire dans l’articulation mais des données supplémentaires sur des
échantillons de cartilage ostéoarthrosique seraient requis pour confirmer cette donnée.
Pour des fins de normalisation, les gènes de contrôle sont souvent utilisés en
PCR. Cependant, il n’existe pas un gène de contrôle universel, utilisable pour tous tes
tissus. Il semble que 3-actine soit l’un des gênes de contrôle ayant l’expression la
moins stable par comparaison à l’ubiquitine, rapportée comme étant l’un des
meilleurs gènes de contrôle (Vandesompele, De Preter et al. 2002). Dans les études
menées dans notre laboratoire, nous avons pu observer que l’expression de -actine
était sur-régulée avec le traitement à IL-13 alors que l’expression d’ubiquitine restait
stable, confirmant ce point de vue.
Il est clair que l’utilisation de cultures monocouches de chondrocytes comme
modèle in vitro d’OA est loin de représenter ce qui se passe in vivo dans l’organe
articulation d’un individu ostéoarthrosique. En effet, le simple fait d’extraire les
chondrocytes de leur matrice pourrait provoquer l’activation ou la suppression de
gènes non caractéristiques de la maladie. L’hybridation in situ permettrait de détecter
l’expression de cytokines sans avoir à “déballer” les cellules de leur environnement.
De plus, la mise en culture pourrait aussi avoir un effet sur le profil
d’expression des cytokines du chondrocyte. En effet, il a été clairement rapporté que
le phénotype du chondrocyte peut être modifié par les conditions de culture (Thirion
and Berenbaum 2004). Malheureusement, des tests visant à s’assurer que les
chondrocytes avaient bien maintenu leur phénotvpe en fin de procédure (ex: ration
d’expression des collagènes de type I et 2) n’ont pas été réalisées dans notre étude.
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Enfin, les chondrocytes équins ont été stimulés avec de l’IL-l recombinante
humaine. Malheureusement, au moment où les manipulations ont été effectuées
(2001), le recombinant équin n’existait pas commercialement. Il aurait fallu le
produire puis te purifier afin de pouvoir l’utiliser. Cette étape longue et dispendieuse
n’avait pas été considérée pour des raisons de coût. De plus, les données de la
littérature à ce sujet sont controversées. En effet, May a démontré une différence de
réponse des chondrocytes équins stimulés avec du surnageant de monocytes équins
activés versus avec de FIL-113 recombinante humaine (May, Hooke et al. 1992).
Toutefois, si le monocyte activé est capable de produire de l’IL-1f3, il est aussi
capable de libérer une batterie d’autres cytokines pro-inflammatoires dans le
surnageant telles que IL-hi, TNF-a, IL-6, IL-12 et IL-1$ (Tyzard 2004). Ces
cytokines pourraient être responsables des différences observées par May. De plus,
une étude comparant la stimulation in vitro du chondrocyte équin avec l’IL-113
recombinante équine ou humaine na pas su montrer de différences (Tung, Fenton et
al. 2002).
Pour compléter le travail, la détection des cytokines en tant que protéines
actives aurait été d’un grand intérêt. En effet, l’association directe entre expression
d’un gène et sécrétion d’une protéine active est une vision extrêmement simpliste. De
nos jours, nous savons que la grande majorité des ARNm produits dans le noyau sont
sujets à des mécanismes de régulation post-transcriptionelle complexes avant d’être
potentiellement traduits (Moore 2005). Néanmoins il existe généralement une
excellente corrélation entre l’expression d’ARNm et la production de protéines.
Malheureusement, les anticorps spécifiques équins ne sont pas disponibles
commercialement pour la majorité des cytokines étudiées. L’utilisation d’anticorps
hétérologues peut rendre F interprétation des résultats difficiles.
Considérant les limites et résultats de cette étude, l’étape suivante serait
d’explorer plus largement le patron d’expression des cytokines produites par les
chondrocytes provenant du cartilage équin ostéoarthrosique et de le comparer avec
celui du cartilage sain. La réalisation de biopsies de cartilage articulaire sous
arthroscopie et l’utilisation de l’hybridation in situ permettraient en effet d’arriver à
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ces fins. L’étude du rôle des cytokines dans )a pathophysiologie de FOA a pour
objectif de voir naître des thérapies spécifiques qui visent à bloquer de manière
sélective l’activité des cytokines cataboliques dominantes ou à promouvoir celle des
cytokines anaboliques ou anti-inflammatoires. Le but ultime de ce type de traitement





En conclusion, les chondrocytes équins stimulés ou non sont capables
d’exprimer une batterie de cytokines et de chimiokines importantes dans les maladies
articulaires. De plus, il semble que ces chondrocytes soient capables de développer
une voie d’activation autocrine/paracrine avec IL-113. Cette voie pourrait être à
F origine des changements focaux observés au sein de la matrice cartilagineuse dans
les phases précoces de l’OA. Des études supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer cette hypothèse. Les traitements intra-articulaires qui visent à contrôler
1’ équilibre des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires pourraient être
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